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Abkürzungsverzeichnis 
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ABC  Adenosinetriphosphate-binding-cassette, Adenosintriphosphat-

Bindungskassette 

ad.  Auffüllen auf 
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EDSS  Expanded Disability Status Scale, Skala zum Status des Behinderungsgrades in 
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FACS  Fluorescence Activated Cell Sorting, Fluoreszenz-aktivierter Zellsortierer, 

Durchflusszytometer 

FCS  Fresh Calf Serum, frisches Kälberserum 

FITC  Fluoresceinisothiocyanat 

FSC  Forward Light Scatter, Vorwärtsstreulicht 
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kW  Kilowatt 

m
3  
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mm
2  

Quadratmillimeter 

MACS  Magnetic Activated Cell Sorter 
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mbar  Millibar 

MDR  Multi-Drug-Resistance, Resistenz gegenüber verschiedenen Medikamenten 

MFI  mittlere Fluoreszenzintensität 

mg/m
2  

Milligramm pro Quadratmeter 

mg/kg
  

Milligramm pro Kilogramm 

µg  Mikrogramm 

µM  Mikromolar 
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ml  Milliliter 

MOG  Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein 

MP  Methylprednisolon 

mRNA  messenger ribonucleic acid, Boten-Ribonukleinsäure 

MRT  Magnetresonanztomographie 

MS  Multiple Sklerose 

MSFC  Multiple Sclerosis Functional Composite-Skala, klinische Verlaufsskala der 

Multiplen Sklerose 

MX  Mitoxantron  

n  Anzahl 

ng  Nanogramm 

nM  Nanomolar 

nm  Nanometer 

ns  nicht signifikant 

PBS  phosphate buffered saline, phosphatgepufferte Lösung 

PCR  Polymerase Chain Reaction, Polymerase-Kettenreaktion 

PE  Phycoerythrin 

PI  Propidiumiodid 

PPMS  primär progrediente Multiple Sklerose 

RNS  Ribonukleinsäure 

RPMI  Roswell Park Memorial Institut 

SNP  Single Nucleotide Polymorphism, Einzelbasenaustausch 

http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Roswell_Park_Memorial_Institute&action=edit&redlink=1


3 

SSC  Side Light Scatter, Seitwärtsstreulicht  

V  Volt 

x  multipliziert mit 

%  Prozent 

*  Stopp 
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Teil A: Zusammenfassung 

1 Einleitung  

Bereits vor mehr als 100 Jahren beschrieben Charcot, Carswell und Cruveilhier die klinischen 

und pathologischen Charakteristika der Multiplen Sklerose (MS) (Pearce 2005). Die MS stellt 

mit einem Lebenszeitrisiko von eins zu 400 die potentiell häufigste, behindernde, 

neurologische Erkrankung im jungen Erwachsenenalter dar (Compston und Coles 2008, 

Flachenecker 2006). Insbesondere aufgrund histopathologischer und tierexperimenteller 

Befunde wird die MS als eine chronische autoimmune Erkrankung angesehen.  

Pathogenetisch führen initial autoimmun-entzündliche Prozesse wie fokale Infiltrationen aus 

Lymphozyten und Makrophagen im zentralen Nervensystem (ZNS) zu einer 

Demyelinisierung wie von Compston und Coles (2008) und Noseworthy et al. (2000) 

zusammengefasst. Es kommt zur Schädigung des Axons und Bildung astrozytischer Narben. 

Zu Beginn ist die Entzündungsreaktion transient und eine Remyelinisierung findet statt, die 

jedoch nicht dauerhaft ist.  

Die Ätiologie ist vermutlich multifaktorieller Genese. So ist die individuelle genetische 

Prädisposition neben dem Einfluss von Umweltfaktoren bedeutsam (Compston und Coles 

2008, Kenealy et al. 2003).  

Die Symptome der MS variieren in Abhängigkeit der Lokalisation der entzündlichen Plaques 

im ZNS und sind wie diese definitionsgemäß zeitlich und örtlich disseminiert (Frohman et al. 

2006, Polman et al. 2005). Sie umfassen häufig eine Optikusneuritis, motorische 

Beeinträchtigungen, Harnblasenfunktionsstörungen und sexuelle Dysfunktionen und eine 

Ataxie (Keegan und Noseworthy 2002). Die hohe klinische Vielfältigkeit spiegelt sich in 

verschiedenen Verlaufsformen der Erkrankung wider sowie in definierten molekular-

pathologisch abgrenzbaren Subtypen (Frohman et al. 2006, Keegan und Noseworthy 2002, 

Lublin und Reingold 1996, Lucchinetti et al. 2000).  

Die bisher überwiegend evidenzbasierte und neuroimmunologische Therapie zielt auf die 

besondere Bedeutung autoimmun-entzündlicher Prozesse in der Pathogenese der MS ab 

(Hemmer et al. 2006, MSTKG et al. 2008). Pharmakologisch-therapeutische 

Herangehensweisen basieren auf folgenden Prinzipien: neben der Akut-/Schubtherapie und 

der symptomatischen Behandlung bilden verlaufsmodifizierende Langzeittherapien die 

Hauptmöglichkeiten (MSTKG und Rieckmann 2006). Ansätze für eine individualisierte 

Therapie anhand von Surrogatparametern oder genetischen Profilen erscheinen besonders 

erstrebenswert. 
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Mitoxantron (MX) ist ein antineoplastisches Anthrazendionderivat und ein hocheffektives, 

immunoaktives Agens in der Behandlung der aktiven MS (Durr et al. 1983, Hartung et al. 

2002). Neben der onkologischen Indikation dient MX als evidenzbasierte Eskalationstherapie 

in der MS. Die Anwendung ist begrenzt auf klinisch hoch aktive schubförmige und sekundär-

progrediente Verläufe, im Fall von Versagen oder Intoleranz gegenüber vorangegangenen 

immunmodulatorischen Behandlungen. Darüber hinaus ist es als Therapeutikum der ersten 

Wahl für maligne MS-Formen zugelassen (Boster et al. 2008, Esposito et al. 2010, Gonsette 

2007, Hartung et al. 2002, Rieckmann 2006). 

Neben anderen fassten Neuhaus et al. (2007) die funktionellen Effekte von MX zusammen: 

MX führt zur Hemmung der Nukleinsäuresynthese. Einerseits interkaliert es mit der 

Desoxyribonukleinsäure (DNS) und verursacht andererseits über eine Interaktion mit der 

Topoisomerase II Einzel- und Doppelstrangbrüche. Darüber hinaus wirkt MX 

immunsupressiv, indem es die Proliferation und Funktion von B- und T-Zellen sowie von 

Makrophagen beeinflusst (Neuhaus et al. 2005). Kopadze et al. beobachteten bereits 2006, 

dass MX die Migration inflammatorischer Zellen in das ZNS und direkt im ZNS senken kann. 

Weiterhin moduliert MX das Zytokin-Netzwerk und hemmt gamma-Interferon, 

Tumornekrosefaktor-alpha und Interleukin 2 und 10 (Fidler et al. 1986).  

Wie bei anderen Anthrazyklin-verwandten Substanzen ist die Therapiedauer mit MX 

insbesondere durch die Kardiotoxizität bei circa 0.1% der Patienten auf zwei bis drei Jahre 

limitiert (Ghalie et al. 2002). Es besteht eine Assoziation der Nebenwirkungen mit der 

kumulativen Dosis. Deshalb ist derzeit die MX-Therapie bis zu einer kumulativen 

Gesamtdosis von 140 mg/m
2
 Körperoberfläche unter engmaschiger kardiologischer Kontrolle 

zugelassen. Dabei handelt es sich um eine maximal erlaubte Gesamtdosis während der 

Lebenszeit (Cohen und Mikol 2004). Das Risikoprofil umfasst außerdem eine 

Knochenmarksdepression, eine therapieassoziierte akute Leukämie und eine gonadale 

Dysfunktion. Laut einem Report des therapeutischen und technologischen Untersuchungs-

Subkomitees der Amerikanischen Akademie für Neurologie (2010) ist die Gefahr einer 

systolischer Dysfunktion mit circa 12% und einer Leukämie mit 0.8% sogar höher als bisher 

angenommen (Marriott et al. 2010). Trotz der limitierten Anwendungsdauer erleiden einige 

Patienten bereits bei niedrigen Dosierungen kardiale oder hämatologische Nebenwirkungen. 

Es wurden auch Spätmanifestationen mehrere Jahre nach Abschluss der Therapie beschrieben 

(Morrissey et al. 2005, Paul et al. 2007). Im Gegensatz dazu sprechen einige Patienten im 

klinischen Alltag nur unzureichend auf eine hohe MX-Dosierung an. Prädiktoren, die eine 

Optimierung, eine individualisierte Dosierung und Risikostratifizierung, aber auch eine 

bessere Verträglichkeit dieser hochwirksamen Therapie ermöglichen, könnten potentiell zu 

längeren Behandlungsintervallen führen (Kieseier und Jeffery 2010). Das ist ein wichtiges 

Ziel, da bisher noch über evidenzbasierte Strategien nach der Ausschöpfung der kumulativen 

Lebenszeitdosis von MX und der Fortführung einer Immuntherapie debattiert wird (Boster et 

al. 2008, Gold und Rieckmann 2007). 
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Potentielle Kandidaten für solche Prädiktoren könnten Mitglieder der Adenosintriphosphat-

Bindungskassette (Adenosinetriphosphate-binding cassette, ABC)-Transporter-Genfamilie 

sein, die zum Detoxifikationssystem des menschlichen Körpers gehören (Schinkel und Jonker 

2003). Sie stellen einen pleiotropen Multi-Drug-Resistance (MDR, Resistenz gegen 

verschiedene Medikamente)-Mechanismus dar, der die Zellen vor endo- und exogenen 

toxischen Substanzen schützt. Dieses wird über einen energieabhängigen Efflux gegen einen 

Konzentrationsgradienten ermöglicht (Higgins 1992, Sarkadi et al. 2004, Schinkel und Jonker 

2003).  

Die weit verbreiteten, primär in der apikalen Plasmamembran lokalisierten Transporter 

erlangen eine besondere Bedeutung im ZNS, aber auch in sekretorischen Organen wie der 

Leber oder im kapillaren Endothel von beispielsweise Herz und Testis (Cascorbi 2006, 

Gottesman et al. 2002, Homolya et al. 2011, Schinkel und Jonker 2003).  

Die ABC-Proteine bestehen aus einer einzelnen Polypeptidkette (ganzer Transporter) oder aus 

zwei separaten Proteinen (Halbtransporter), die sich zusammenlagern müssen, um eine 

funktionelle Aktivität zu erlangen. Sie setzen sich in der funktionell aktiven Einheit aus 

mindestens vier Domänen zusammen: zwei ATP-Bindungskassetten und zwei 

transmembranäre Anteile. Wenn ATP bindet, dimerisieren zwei ATP-Bindungskassetten. Die 

Hydrolyse von ATP zu ADP stellt Energie zur Dissoziation der Kassetten zur Verfügung. Mit 

einem Wechsel/Switch der transmembranen Domäne wird der Medikamenten-Efflux 

herbeigeführt (Hermann et al. 2006, Ni et al. 2010).  

Die ABC-Transporter regulieren den Transport von strukturell verschiedenen Stoffen. 

Dadurch kontrollieren sie wichtige pharmakologische Eigenschaften, wie die orale 

Bioverfügbarkeit sowie die hepatobiliäre, intestinale und renale Elimination (Gottesman et al. 

2002, Schinkel und Jonker 2003). Löscher und Potschka (2005) und Hermann et al. (2006) 

fassten zusammen, dass es bei unterschiedlichen neurologischen Erkrankungen zur Steigerung 

der ABC-Transporter-Expression im ZNS kommen kann, wie zum Beispiel bei der 

Schizophrenie, Depression, Epilepsie und bei zerebralen Ischämien oder ZNS-Karzinomen. 

Daraus resultierte ein schlechtes Ansprechen auf die entsprechende medikamentöse 

Behandlung. Weiterhin berichten sie, dass im Maus-Modell eine Deaktivierung der ABC-

Transporter zu einer erhöhten Akkumulation von diversen Medikamenten führte. Aktuell 

haben sich tierexperimentell in der Behandlung der Depression erste Erfolge bei der 

Steigerung der Medikamenten-Effektivität unter Inhibition des ABC-vermittelten Effluxes 

ergeben (Uhr et al. 2008).  

Ein gut bekannter ABC-Transporter ist das P-Glykoprotein, das in überexprimierenden, 

Chemotherapie-resistenten Krebszellen identifiziert wurde. Dieser durch das ABCB1-Gen 

kodierte Transporter steht in Verbindung mit einer Resistenz gegen Medikamente wie MX 

(Juliano und Ling 1976, Marzolini et al. 2004, Roninson et al. 1986, Shen et al. 1986). 

Daneben beeinflusst es als immunmodulierendes Molekül die Funktion dendritischer Zellen 

(Kooij et al. 2009). Eine nicht P-Glykoprotein-vermittelte Resistenz gegen hohe MX-Dosen 
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führte in den frühen 1990er Jahren zur Entdeckung eines neuen Efflux-Transporters. Drei 

Gruppen klonierten unabhängig voneinander das heute als ABCG2 bezeichnete Gen (Robey et 

al. 2007). Doyle et al. entdeckten es 1998 als Brustkrebs-Resistenz-Protein (breast cancer 

resistance protein, BRCP), Allikmets et al. beschrieben im selben Jahr das Plazenta-

spezifische ABC-Protein (ABCP) und ein Jahr später nannten es Miyake et al. MX-Resistenz-

Protein (MRP).  

Die ABCB1- und ABCG2-Transporter überlappen sich in ihrer Lokalisation und 

Substratspezifität (Leslie et al. 2005). Es wurden verschiedene Einzelbasenaustausche (Single 

Nucleotide Polymorphisms, SNPs) in der kodierenden Sequenz der ABC-Transporter 

beschrieben, die Einfluss auf die Transporterfunktion haben.  

 

In Voruntersuchungen konnte ex vivo ein präferentieller Zelltod in CD19
+
-B-Zellen von MX-

behandelten MS-Patienten beobachtet werden mit relativ geringeren Zelltodraten in CD56
+
-

Natürlichen-Killer-Zellen. Diese relative Selektivität in der Induktion vom B-Zelltod wird als 

ein wesentlicher immunologischer Wirkmechanismus der MX-Therapie diskutiert (Chan et al. 

2005). Darüber hinaus wurde in diesen Untergruppen peripherer Blut-Leukozyten eine 

unterschiedliche ABC-Transporter-Boten-Ribonukleinsäure (messenger ribonucleic acid, 

mRNA)-Expression beobachtet (Scharenberg et al. 2002). Es zeigte sich eine höhere 

Expression auf CD56
+
-Zellen als auf unsortierten mononukleären Zellen und deutlich mehr 

im Vergleich zu CD19
+
-B-Zellen. Darauf basierend entwickelten wir die Hypothese, dass die 

ABC-Transporter-Funktion in eine unterschiedliche MX-Suszeptibilität involviert sein könnte. 

Dieser Effekt könnte sich nicht nur auf zellulärer Ebene, sondern auch auf den 

Gesamtorganismus auswirken.  

In der vorliegenden Analyse untersuchten wir die Prävalenz und den funktionellen Einfluss 

von ABCB1- und ABCG2-SNPs in MS-Patienten mit verschiedenen genetischen 

Hintergründen. Es wurde eine retrospektive, multizentrische Prüfung durchgeführt. Der 

Einfluss der ABCB1- und ABCG2-SNPs auf die klinische und paraklinsiche Ansprechrate 

sowie die Nebenwirkungen der Behandlung mit MX beziehungsweise einer Kombination von 

MX mit Glukokortikosteroiden (GS) wurde untersucht. Die Ergebnisse werden durch 

experimentelle Daten unterstützt. Es wurde in vitro der Einfluss der Transporteraktivität auf 

die MX-Akkumulation in peripheren mononukleären Leukozyten von MS-Patienten und 

Probanden analysiert. In in-vivo-Experimenten in Abcg2-Knock-Out-Tieren wurde ebenfalls 

die Rolle des ABCG2-Transporters auf die MX-Therapie untersucht in der chronischen 

experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE), die ein etabliertes Tiermodell der 

MS darstellt. 
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2 Material und Methoden  

2.1 ABCB1- und ABCG2-Genotypisierung in Multiple-Sklerose-Patienten und gesunden 

Kontrollpersonen und Quantifizierung der Boten-Ribonukleinsäure-Expression 

humaner Zellen und Gewebe 

Die Genotypisierung von 832 MS-Patienten aus drei deutschen Kliniken (MS-Ambulanz, 

Universitätsmedizin Göttingen, Göttingen, Anzahl (n)=166; Abteilung Neurologie, 

Universität Rostock, Rostock, n=423; Abteilung Neurologie, Marianne Strauß Klinik, Berg, 

n=194) und einem spanischen Zentrum (Abteilung Neurologie, Hospital Universitari Vall 

d´Hebron, Barcelona, n=49) wurde nach schriftlicher Patientenzustimmung entsprechend der 

Deklaration von Helsinki und Zustimmung der lokalen Ethikkommission durchgeführt. 

Kontrollproben wurden von Blutspendern der lokalen Blutbank (Blutspendedienst, 

Universitätsmedizin Göttingen, Göttingen, n=191) (von Ahsen et al. 2000) und von 

Freiwilligen (Göttingen, Bochum n=73) ohne Anamnese einer neurologischen Erkrankung 

bezogen.  

Für die Genotypisierung wurde genomische DNS aus 5ml Ethylendiamintetraessigsäure 

(EDTA)-Blut isoliert unter Verwendung des Puregene DNA Purification Kits entsprechend 

den Herstellerangaben. Folgende SNPs wurden untersucht: Für ABCG2 fokussierten wir uns 

auf V12M, Q141K, Q126* (*=Stopp), E334*, R482G, R482T und für ABCB1 auf 3435C>T 

und 2677G>T (Tabelle 1). Sie wurden vorhergehend in Populationen mit unterschiedlichem 

ethnischen Hintergrund identifiziert und als funktionell-relevant beschrieben (Bosch et al. 

2005, Mizuarai et al. 2004, Sakaeda et al. 2003, Schwab et al. 2003). Die TaqMan™ 

Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) wurde für ABCG2-V12M 

(Referenz SNP rs2231137) und -Q141K (rs2231142) auf einem 7500 Real Time PCR System 

(Applied Biosystems, Darmstadt, Germany) durchgeführt unter Verwendung des Platinum 

qPCR Super Mix-UDG (Invitrogen, Karlsruhe, Germany). Der SNP ABCB1-3435C>T 

(rs1045642) (ganze Kohorte) und -2677G>T (MX-behandelte Kohorte, rs2032582) wurde mit 

einem LightCycler Realtime PCR-System analysiert unter Zuhilfenahme von 

Hybridisierungsproben wie in von Ahsen et al. (2001) vorbeschrieben. 
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Tabelle 1: Oligonukleotide zur Identifizierung von Einzelbasenaustauschen in ABCB1- und ABCG2-Genen 

und Primer zur Quantifizierung der Expression der Boten-Ribonukleinsäure 

Die polymorphen Nukleotide sind unterstrichen.* bedeutet Stopp. 

 

Oligonukleotid Sequenz (5´3´) 

ABCB1-Transporter  

3435C>T vorwärts 

3435C>T rückwärts 

CTCTGGTGGCCAGAAACAAC 

GGTGAGCAATCACAATGCAG 

2677G>T vorwärts 

2677G>T rückwärts 

2677G>T  Probe 1 

2677G>T  Probe 2 

AGCAAATCTTGGGACAGGAAT 

TCAATCTTTAGTTTGACTCACCTT 

TCTTATCTTTCAGTGCTTGTCCAGAC-ROX 

Fluorescein-CCAGCACCTTCTAGTTCT-Phosphat 

ABCG2-Transporter  

V12 vorwärts 

V12 rückwärts 

V12 Wildtyp 

V12M 

AACTCTCCAGATGTCTTCCAGTAATG 

TTAACACAGCTCCTTCAGTAAATGC 

FAM-TATCCCAGTGTCACAAG-MGB 

VIC-TTTATCCCAATGTCACAAG-MGB 

Q126 vorwärts 

Q126 rückwärts 

Q126 Wildtyp 

Q126* 

CGACCTGCCAATTTCAAATGTA 

TTACCCATATAGAAACAGAGGAAACAGA 

FAM-TACGTGGTACAAGTAAGTA-MGB 

VIC-TACGTGGTATAAGTAAGTAT-MGB 

Q141 vorwärts 

Q141 rückwärts 

Q141 Wildtyp 

Q141K 

GATGATGTTGTGATGGGCACTCT 

CATAGTTGTTGCAAGCCGAAGAG 

FAM-AGAAAACTTACAGTTCTCAG-MGB 

VIC-AGAAAACTTAAAGTTCTCAGCAG-MGB 

E334 vorwärts 

E334 rückwärts 

E334 Wildtyp 

E334* 

CCAAGCAGGATAAGCCACTCA 

TCAGCTTTTGTCTCTTTGTAGAAGGA 

FAM-TTAGCGGAGATTTAT-MGB 

VIC-AATTAGCGTAGATTTATGTCA-MGB 
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R482 vorwärts 

R482 rückwärts 

R482 Wildtyp 

R482G 

R482T 

CTACAGAGTGTCATCTTATTTCCTTGGA 

TGTCCTTTTTTGTTTTGTTACATACTTACC 

FAM-ATTACCCATGAGGATGTT-MGB 

VIC-CCCATGGGGATGTT-MGB 

VIC-TTACCCATGACGATGTT-MGB 

Kontrollprobe  

RNA-Polymerase II vorwärts 

RNA-Polymerase II rückwärts 

GCACCACGTCCAATGACAT 

GTGCGGCTGCTTCCATAA 

 

Die Quantifizierung der ABCB1- und ABCG2-mRNA-Expression erfolgte in verschiedenen 

humanen Zellen und Geweben. Nach der Isolation der Ribonukleinsäure (RNS) und der 

reversen Transkription (Chan et al. 2003, Kruse et al. 2001) erfolgte die relative 

Quantifizierung der ABC-mRNA-Expression unter Verwendung der ΔΔCT-Methode (Δ delta) 

(Livak und Schmittgen 2001). Für die Bestimmung der ABCG2-mRNA-Expression wurde der 

QuantiTect Primer Assay Hs_ABCG2_SG_1 in Kombination mit dem QuantiTect SYBR 

Green PCR Kit verwendet. Mit Hilfe der Platinum qPCR Super Mix-UDG und SYBR Green 

wurde ABCB1- und die RNS-Polymerase-II-mRNA-Expression analysiert. Die verwendeten 

Primer sind in Tabelle 1 detailliert aufgeführt. Die mRNA der RNS-Polymerase II diente als 

endogene Kontrolle (Radonić et al. 2004). Als Kalibratorprobe  wurde die humane epitheliale 

Brustkrebs-Zelllinie MCF7 mit stabiler ABC-mRNA-Expression herangezogen.  

2.2 In-vitro-Mitoxantron-Efflux-/-Zelltod-Assay in CD56
+
-Zellen von Multiple-Sklerose- 

Patienten und gesunden Kontrollen 

Der in-vitro-MX-Efflux-/-Zelltod-Assay basiert auf der Messung des fluoreszenten, 

intrazellulären MX im Durchflusszytometer (Fluoreszenz-aktivierter Zellsortierer, 

Fluorescence Activated Cell Sorting, FACS) unter Verwendung eines 635nm Lasers mit einer 

roten Diode und einem 670nm Bandbreitenfilters (Chan et al. 2005). Mit dieser Methode wird 

die gleichzeitige Erfassung von Größe (Vorwärtsstreulicht, Forward Light Scatter, FSC), 

Granularität (Seitwärtsstreulicht, Side Light Scatter, SSC) und Fluoreszenzfarben ermöglicht. 

Der Assay wurde in ABCB1- und ABCG2-hochexprimierenden CD56
+
-Zellen durchgeführt 

(Chaudhary et al. 1992, Klimecki et al. 1994, Scharenberg et al. 2002).  

2.2.1 Material, Software und entsprechende Bezugsquelle 

Chemikalien, Färbemittel und Inhibitoren 

Albumin Fraktion V   Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Annexin-V-FITC    Roche Biochemica, Mannheim, Deutschland 
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Calciumchlorid   Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Di-Natriumhydrogenphosphat Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Dexa-Ratiopharm (Dexamethasondihydrogenphosphat-Dinatrium)   

     Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland 

EDTA-Dinatriumsalz-Dihydrat (Titrierkomplex 3)      

     Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

fetal-bovines Serum   Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland 

HEPES    Invitrogen (Gibco), Karlsruhe, Deutschland 

Kaliumchlorid    Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Lymphozyten-Separationsmedium (LSM 1077)       

     PAA Laboratories GmbH, Linz, Österreich  

Mitoxantron     Gry Pharma, Kirchzarten, Deutschland 

Natriumazid    Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Natriumchlorid   Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Natrium-Hydrogencarbonat  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Natriumhydroxid   Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Propidiumiodid   Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland 

Insteamed Medium RPMI 1640 Gibco BRL, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

Salzsäure    Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

SYBR Green     Molecular Probes, Eugene, OR, USA 

Trypan-Blau-Lösung    Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland 

Urbason solubile (Methylprednisolon-21-hydrogensuccinat)      

 Sanofi-Aventis, Frankfurt, Deutschland 
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Tabelle 2:  Hemmstoffe der ABC-Transporter (1Robey et al. 2007, 2Schinkel und Jonker 2003, 3Gonzáles-

Lobato et al. 2010)  

 

Hemmstoff Transporter- 

Spezifität 

Konzentration  

im in-vitro-Assay 

Wirkmechanismus Bezugsquelle 

Elacridar/ 

GF120918 

ABCB1 

ABCG2 

2.5µM ABCB1 und ABCG2  

Substrat, Konverter
1,2

 

Glaxo Smith Kline,  

Collegeville, PA,  

USA 

PSC-833/   

Valspodar/  

PKF215-833 

ABCB1 2.5µM ABCB1 Substrat  

(hohe Affinität,  

langsamer Transport  

und Freilassung )
2
 

Novartis, Basel,  

Schweiz 

FTC/  

Fumitremorgin C 

ABCG2 10µM Hemmung der  

ATPase-Aktivität
1,2,3

 

Alexis Biochemicals, 

Lörrach, Deutschland 

 

Antikörper 

Monoklonaler Antikörper Maus-anti-human CD56
+ 

(PE-konjugiert, Klon B159, Maus IgG1κ)
     

BD PharMingen, San Diego, CA, USA 

Monoklonaler Antikörper Maus-anti-human CD56
+
 MicroBeads (Maus IgG1) 

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland 

Monoklonaler IgG-Isotyp-Standard (PE-konjugiert, Klon MOPC-21, Maus IgG1κ) 

BD PharMingen, San Diego, CA, USA 

 

Lösungen, Puffer und Medien 

Annexin-V-Puffer 

1ml 1M HEPES/NaOH  

10ml 1.4M NaCl 

0.5ml 1M CaCl2 

ad. 100ml H2O bidestilliert 

pH-Wert 7.4 
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1M CaCl2 

11.1g CaCl2  

ad. 100ml H2O bidestilliert 

FACS-Puffer 

1xPBS 

0.1% BSA 

0.1% Natriumazid 

Lymphozyten-Separationsmedium 

Fertiglösung 

MACS-Puffer 

500ml 1xPBS 

0.5% Bovines Serum Albumin 

2mM EDTA 

pH-Wert 7.2 

1.4M NaCl 

8.18g NaCl  

ad. 100ml H2O bidestilliert 

10xPBS 

400g NaCl 

10g KCl 

71g Na2HPO4 

69g NaH2PO4xH2O 

ad. 5000ml H2O bidestilliert 

pH-Wert 6.7 

RPMI 1640, 10% FCS 

41.6 g Insteamed Medium RPMI 1640 

22g NaHCO3 

ad. 10ml H2O bidestilliert  

pH-Wert 7.4 (Einstellung mit NaOH oder HCl) 

10% inaktiviertes FCS (bei 56°C für 30min im Wasserbad erwärmen) 
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Kits 

ABCG2-mRNA-Expression QuantiTect Primer Assay Hs_ABCG2_SG_1  

Qiagen, Hilden, Deutschland 

Platinum qPCR SuperMix-UDG  Invitrogen (Gibco), Karlsruhe, Deutschland 

Puregene DNA Purification Kit Gentra System, Minneapolis, MN, USA 

QuantiTect SYBR Green PCR Qiagen, Hilden, Deutschland 

 

Geräte 

Bunsenbrenner (Typ: Flammy S) Schütt Labortechnik GmbH, Göttingen, Deutschland 

Durchflusszytometer (Typ: BD FACSCalibur, Basic 4-Color Flow Cytometer)  

 BD Immuncytometry Systems, San Jose, CA, USA 

Kältetruhe (Typ: Liebherr Premium Kombi, Kühl- und Gefriereinheit -80°C)  

     Liebherr Hausgeräte, Ochsenhausen, Deutschland 

Kohlendioxid-Brutschrank (Modellnummer 300M)      

     MMM-Group, Planegg, Deutschland 

Kühlgerät (Typ: Liebherr Premium Kombi, Kühl- und Gefriereinheit -20°C)  

     Liebherr Hausgeräte, Ochsenhausen, Deutschland 

Phasenkontrastmikroskop  Carl Zeiss AG, Deutschland 

LightCycler realtime PCR-System  Roche Biochemicals, Mannheim, Deutschland 

7500 RealTime PCR-System  Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland 

Sterilbank (Typ: Hera Safe)  Kendro, Langenselbold, Deutschland 

Vacuum-Pumpsystem (Typ: BVC 21, 1.9m
3
/h, 100mbar, 230V, 50/60Hz, 1.1A)   

  Vacuubrand, Wertheim, Deutschland 

Vortex-Genie (Typ: G-560E, 230/240 V, 0.5 A, 50Hz)     

    Schütt Labortechnik, Heidelberg, Deutschland 

Wasserbad (Typ: A100, 230V, 50/60Hz, 1.6kW)      

     Lauda, Lauda-Königshofen, Deutschland 

Wasser-Bidestgerät (Typ: Destamat) Heraeus, Hanau, Deutschland 

Zentrifuge (Typ: Multifuge 1S-R, kinetische Energie: 34.3kNm, Leistung: 1.52kW) 

     Kendro, Langenselbold, Deutschland 
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Labormaterialien 

Combitips plus (0.5ml, 1ml, 2.5ml, 5ml, 10ml) 

   Eppendorf-Netheler GmbH, Hamburg, Deutschland 

Desinfektionsspray   Braun, Melsungen, Deutschland 

EDTA-Monovetten (9ml)  Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Einmalpipetten (serologisch, 5ml, 10ml, 25ml)      

     Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

FACS-Rundboden-Falkon (Polystyrol, 5ml)       

     BD Falkon, Schütt Labortechnik GmbH, Heidelberg,  

Deutschland 

Gewebekulturplatte (6-Loch, 24-Loch)       

     Cellstar, Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland 

Gewebekulturschale (60x15mm, 100x20mm)      

     Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Handschuhe (aus Nitril, Typ: Nitra-Tex EP)       

     Ansell, München, Deutschland 

Handschuhe (Peha-soft (puderfrei)) Hartmann, Heidenheim, Deutschland 

Kanister (Typ: Behroplast)  Behr-Labortechnik, Düsseldorf, Deutschland 

Kanülen mit Adapter (Typ: Multifly) 

Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

MACS-Multi Stand   Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland 

MACS-Separationssäulen (MS, LS) Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland 

Mini-MACS-Separationseinheit Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland 

Neubauer-Zählkammer (0.100MM, 0.0025mm
2
)      

     Optik Labor, Friedrichsdorf, Deutschland 

Papiertücher (Typ: Cloths-Quarter Fold Pack/ Wypall X70)     

     Kimberly-Clark (Professional), Koblenz, Deutschland 

Parafilm (10cmx38m)  Pechiney (Plastic Packaging), Chicago, IL, USA 

Pasteur-Pipette   Hirschmann EM, Eberstadt, Deutschland 

Pipetten (Glas, 5ml, 10ml, 20ml) Hirschmann EM, Eberstadt, Deutschland   

Pipetten (serologisch, 5ml, 10ml) BD Falkon, Schütt Labortechnik GmbH, Heidelberg, 

Deutschland 
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Pipettierhilfe (Typ: Pipetboy acu) Integra Bioscience GmbH, Fernwald, Deutschland 

Pipettierhilfe (Typ: Dispenser Multipette
®

 plus) 

Eppendorf-Netheler GmbH, Hamburg, Deutschland 

Pipettenspitze (10µl, 200µl, 1000µl Hubvolumen)      

     Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Falkon-Ständer   BD Falcon, Schütt Labortechnik GmbH, Heidelberg,  

Deutschland und 

Eppendorf-Netheler GmbH, Hamburg, Deutschland 

Rollenpflaster (Typ: Leukoplast) BSN medical, Hamburg, Deutschland 

Schraubflaschen (vierkantig, weithalsig, aus Kalk-Soda-Glas, 100ml, 250ml, 500ml, 1000ml)

     Schott Duran, Wertheim/ Main, Deutschland 

Stauschlauch    Prämeta, Troisdorf, Deutschland 

Steril-Filter Steritop (0.22µm, GP Express PLUS Membrane)    

     Millipore GmbH, Schwalbach, Deutschland 

Timer     Oregon Scientific, Neu-Isenburg, Deutschland 

Vacutainer CPT/Na-Citrat   Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland   

Zentrifugenfalkon (15ml, 50ml) Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Zentrifugen Falkon (Typ: Safe-Lock Tubes, 1.5ml, 2ml)     

     Eppendorf-Netheler GmbH, Hamburg, Deutschland 

 

Software 

BD-Cell Quest Pro-Software (Version: 348193)            

BD Immuncytometry Systems, San Jose, CA, USA 

Graph Pad Prism 4-Software  Graph Pad Software Inc., CA, USA   

Microsoft Office Professional Edition 2003 

     Microsoft, Deutschland 

SDS-Sequence Detection-Software (Version: 1.2, 7500 System SDS Software)  

     Applied Biosystem, Foster City, CA, USA 

 

Win MDI (Version: 2.8)  Windows Multiple Document Interface 

SPSS (Version: 16.0)   SPSS GmbH Software, München, Deutschland 
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2.2.2 Zellseparation der humanen CD56
+
-Zellen 

Es wurde darauf geachtet, dass die Spender zum Zeitpunkt der Blutentnahme stets infektfrei 

waren und zuvor keine Medikamente eingenommen hatten. Die CD56
+
-Zellen wurden aus 

10ml EDTA-Blut isoliert unter Zuhilfenahme der Ficoll-Hypaque-Technik für die Separation 

von mononukleären Zellen (Lymphozyten-Separationsmedium LSM 1077, PAA Laboratories 

GmbH, Linz, Österreich). Im Anschluss wurde das MACS-Verfahren (Magnetic Activated 

Cell Sorter) (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland) entsprechend den 

Herstellerangaben angewendet (Geiselhart et al. 1996-1997).  

Die Ficoll-Hypaque-Isolation stellt eine mögliche Technik für die Seperation von 

mononukleären Zellen aus Vollblut dar und trennt die Zellen über einen Flüssigkeits-Dichte-

Gradienten mit Hilfe eines Mediums aus Ficoll und Natrium-Metrizoat- oder Natrium-

Diatrizoat-Lösung (Böyum 1968, Fotino et al. 1971, Ting und Morris 1971). Für die 

Aufreinigung der mononukleären Zellen  wurde das antikoagulierte Blut aus einer 10ml 

EDTA-Monovette in ein mit 10ml 1xphosphatgepufferter Salzlösung (Phosphate Buffered 

Saline, PBS) befülltes 50-ml-Falkon-Röhrchen gegeben. 10ml Trennmedium wurden 

vorsichtig unter das Gemisch geschichtet. Beim Pipettieren des Blutes wurden stets Einmal- 

Pipetten verwendet. Das Gemisch wurde für 20min bei  1600rpm (rounds per minute, 

Umdrehungen pro Minute) und 20°C zentrifugiert, wobei zur besseren Schichtausbildung die 

Zentrifugenbremse ausgestellt wurde. Der hohe Zuckergehalt des Trennmediums bewirkte das 

Absetzen der Erythrozyten, da diese aufgrund der eisenhaltigen Häm-Gruppe schwerer sind 

als die anderen Blutzellen. Die obere, gelbe Schicht setzte sich aus dem Blutplasma 

zusammen, die zur Hälfte verworfen wurde, gefolgt von einer grauen Interphase, in der sich 

die mononukleären Zellen befanden. Darunter bildete das Trennmedium eine milchig, weiße 

Phase aus, unter der sich die rot-schwarze Schicht der Erythrozyten befand. Bei genauerer 

Betrachtung konnte man direkt auf der Erythrozytenschicht eine weitere, sehr dünne, weiß- 

graue Schicht erkennen, die die Granulozyten enthielt. Die Schicht der mononukleären Zellen 

wurde mit einer 5ml Einmal-Pipette vorsichtig und möglichst ohne das zytotoxische Ficoll 

abgetragen und in ein 50-ml-Falkon-Röhrchen überführt. Im Anschluss an zwei 

Reinigungsschritte wurde die Zellsuspension auf 2x10
6
 Zellen pro Milliliter RPMI (Roswell 

Park Memorial Institut) 1640/10% FCS (Fresh Calf Serum, frisches Kälberserum)-Medium 

verdünnt und auf Eis beziehungsweise in Gewebekulturplatten (24-Loch, 1x10
6 

Zellen pro 

Loch) im CO2- Brutschrank gelagert. Als Variation wurde 15ml steriles 1xPBS mit frischem 

Blut aus zwei EDTA-Monovetten vermischt und mit 12ml Lymphozytenseperationsmedium 

unterschichtet.  

Zur Trennung der Zellen für die Quantifizierung der ABCB1- und ABCG2-mRNA- Expression 

wurden die BD-Vacutainer-CPT-Zellpräperation-Falkons mit Natriumcitrat verwendet. Diese 

kombinieren ein Blut-Sammel- Falkon, das Citrat als Antikoagulanz enthält, mit einem Ficoll-

Hypaque-Medium, dass durch eine Polyester-Gel-Barriere separiert wird. Nach der 

Blutentnahme in das Falkon wurde dieses innerhalb von zwei Stunden entsprechend den 

Herstellerangaben zentrifugiert und aufgearbeitet. 

http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Roswell_Park_Memorial_Institute&action=edit&redlink=1
http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Roswell_Park_Memorial_Institute&action=edit&redlink=1
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Zur Isolation der ABCB1- und ABCG2-hochexpremierenden CD56
+
-Zellen wurde das MACS- 

Verfahren (Magnetic activated cell sorter) entsprechend den Herstellerangaben angewendet. 

10
7
 mononukleären Zellen wurden in 1ml MACS-Puffer gereinigt. Nach dem Verwerfen des 

Überstandes wurde das Zellplättchen in 1-2ml MACS-Puffer resuspendiert und erneut für 

10min bei 300xg (Erdanziehungskraft) und 4°C zentrifugiert. Je 10
7
 Zellen wurden in 80µl 

MACS-Puffer resuspendiert und mit 20µl Micro-beads für 15min bei 4°C im Dunkeln 

inkubiert. Nach zwei Reinigungsschritten in 1-2ml MACS-Puffer für 10
7
 Zellen und einer 

erneuten Zentrifugation (300xg, 10min, 4°C) wurden 10
7 

Zellen in 500µl MACS-Puffer 

resuspendiert. Zwischenzeitlich wurde das MACS-Multi Stand mit Magnet und Säule 

aufgebaut. Die Säule wurde mit 500µl MACS-Puffer durchspült und der Überstand in ein 

darunter befindliches 50-ml-Falkon-Röhrchen aufgefangen. Im Anschluss wurde die 

Zellsuspension auf die Säulen pipettiert, wobei die mit Micro-beads-markierten Zellen in der 

Säule hängen blieben. Nach drei weiterem Durchspülungen der Säulen mit 500µl MACS-

Puffer wurde diese von der Wand entfernt und in ein 15-ml-Falkon-Röhrchen gestellt. Mit 

1000µl Puffer und unter zur Hilfenahme des Stopfens wurden die Zellen heruasgespült. Die 

Zellsuspension wurde auf  2x10
6
 Zellen pro Milliliter RPMI/10% FCS-Medium verdünnt und 

auf Eis beziehungsweise in einer Gewebekulturplatte im CO2-Brutschrank gelagert (24-Loch-

Gewebekulturplatten, 1x10
6 

Zellen pro Loch). Es wurde darauf geachtet, dass die 

verwendeten Lösungen auf 4°C vorgekühlt waren, die Zellen zwischenzeitlich möglichst auf 

Eis gelagert wurden und schnell gearbeitet wurden um unspezifische Zellbindungen zu 

vermeiden. 

Zum Nachweis der erfolgreichen magnetischen Zelltrennung diente die 

durchflusszytometrisch-ermittelte Reinheitskontrolle. Hierfür wurde zur Bestimmung des 

Fluoreszenzspektrums der Zellen eine Probe mit 1x10
6
 (x=multipliziert mit) Zellen in 250µl 

FACS-Puffer mit dem Durchflusszytometer analysiert (Negativprobe). Gemessen wurde dies 

im Kanal des FSCs gegen das Phycoerythrin (PE, FL-2), dem vom Hersteller verwendeten 

Fluoreszenz-Farbstoff des Antikörpers (Abbildung 1). Die gleiche Zellzahl wurde zusätzlich 

mit der entsprechend vom Hersteller angegebenen Menge monoklonalem Immunglobulin G-

Isotypkontrolle des Antikörpers markiert. Es diente zum Ausschluss der unspezifischen 

Bindungen des Antikörpers. Als Resultat konnte ein Quadrant festgelegt werden, der die 

gewünschte Zellpopulation beinhaltete. Eine dritte Probe wurde mit dem Fluoreszenz-

markiertem monoklonalen Antikörper Maus-anti-human CD56
+
 markiert. Damit konnte die 

zu ermittelnde Zellpopulation und entsprechend die Reinheit des MACS-Verfahrens 

dargestellt werden.  

Für die Markierung wurden 2 bis 10x10
5
 Zellen in ein FACS-Rundbodenfalkon-Röhrchen 

überführt und in FACS-Puffer (1xPBS), 0.1% bovines Serumalbumin, 0.1% Natriumazid) 

gereinigt (siehe nächster Abschnitt). Die PBS-Lösung wurde zuvor zehnfach konzentriert 

angesetzt und entsprechend vor dem Gebrauch verdünnt. Sie enthielt eine Mischung aus 400g 

Natriumchlorid (NaCl), 10g Kaliumchlorid (KaCl), 71g Dinatriumhydrogenphosphat 

(Na2HPO4) und 69g Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4xH2O), die auf 5000ml  mit 
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bidestilliertem Wasser (H2O) aufgefüllt wurde (pH-Wert 6.7). Nach der Reinigung wurde der 

zelluläre Überstand in 100µl FACS-Puffer resuspendiert und mit 10µl des Fluoreszenz-

markiertem monoklonalen Antikörpers Maus-anti-human CD56
+
 (PE-konjugiert, Klon B159, 

Maus Immunglobulin G1 kappa, Becton Dickinson PharMingen, Becton Dickinson 

Bioscience Pharmingen, San Diego, CA, USA) beziehungsweise der monoklonalen 

Immunglobulin G-Isotypkontrolle (Phycoerythrin-konjugiert, Klon MOPC-21, Maus 

Immunglobulin G1 kappa, Becton Dickinson PharMingen, Becton Dickinson Bioscience 

Pharmingen, San Diego, CA, USA) des Antikörpers für 30min bei 4°C im Dunkeln inkubiert. 

Die Herangehensweise beruhte auf Empfehlungen des Herstellers. Danach folgten zwei 

Reinigungsschritte, bei denen die Zellen in einem FACS-Rundbodenfalkon-Röhrchen mit 4ml 

FACS-Puffer gewaschen wurden. Im Anschluss wurden die Zellen in 250µl FACS-Puffer 

resuspendiert. 

Die Reinigung beziehungsweise das Waschen von Zellen erfolgte folgendermaßen: Die 

Zellen wurden in ein 50-ml-Falkon-Röhrchen überführt und mit entsprechendem Medium 

aufgefüllt. Anschließend wurden die Falkon-Röhrchen für 8min bei 4°C und 1200 

Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Falkon-

Röhrchen auf einem Papiertuch abgetropft. Der auf dem Boden des Falkon-Röhrchens 

befindliche zelluläre Überstand wurde erneut durch Auf- und Abpipettieren beziehungsweise 

durch Vortexen in 50ml Medium resuspendiert und der Vorgang einmal wiederholt.    

Bei allen Zwischenschritten wurden die Proben auf Eis und im Dunkeln gelagert. Die 

Messung erfolgte am Becton Dickinson FACS Calibur mit einer Mindestzellzahl von 5000 

Ereignissen unter Ausschluss von Zelltrümmern im Vorwärts- und Seitwärtsstreulicht. Die 

Auswertung erfolgte über die Software WinMDI (Microsoft) oder Cell-Quest-Pro (Becton 

Dickinson). 
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Abbildung 1:  Reinheitskontrolle der CD56+ -Zellen: Darstellung einer FACS-Messung 

Die CD56+-Zellen wurden unter Verwendung der Ficoll-Hypaque- und der MACS-Technik aus EDTA-Blut 

gewonnen. Die Reinheitskontrolle erfolgte mittels FACS-Messung. Die Negativprobe zeigt die unmarkierten 

Zellen. Mit Hilfe der Markierung mit der entsprechenden monoklonalen Immunglobulin G-Isotypkontrolle des 

Antikörpers konnten unspezifische Bindungen ausgeschlossen werden und ein Quadrant festgelegt werden, in 

dem sich ausschließlich die gesuchte Zellpopulation der CD56+-positiven Zellen befanden. 

Die Darstellung erfolgte im Kanal des Vorwärtsstreulichts (FSC, Abszisse) und der Fluoreszenzfarbe des 

Antikörpers (Phycoerythrin, FL2, Ordinate). In den Quadranten ist der prozentuale Anteil der einzelnen Zellen 

dargestellt. Im vorliegenden Beispiel enthält die gewonnene Zellpopulation einen Anteil von 98.2% CD56+-

Zellen. 
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2.2.3 Mitoxantron-Efflux-Assay 

Nach der Aufreinigung der Zellen wurde der MX-Efflux-/-Zelltod-Assay durchgeführt. Dieser 

basierte auf der Modifikation vorbeschriebener Protokolle (Hitzl et al. 2001) und erfolgte in 

der Gegenwart/Abwesenheit von spezifischen ABC-Transporter-Inhibitoren in etablierten 

Konzentrationen (Tabelle 2). 

Es wurden 600 000 Zellen (2 000 000 Zellen pro 1ml RPMI 1640/10% FCS-Medium) 

mit/ohne Inhibitorlösung in 15-ml-Falkon-Röhrchen für 15min im Brutschrank bei 37°C und 

5% CO2 präinkubiert. Anschließend wurde die 1µM MX-Lösung (Gry Pharma, Kirchzarten, 

Deutschland) zugegeben und eine erneute Inkubation für 30min bei 37°C und 5% CO2 

durchgeführt. Die MX-Konzentration korrespondiert mit der Serumkonzentration nach 

intravenöser Administration von 12mg/m
2
 Körperoberfläche (KOF) (Hu et al. 1992).  

Für den anschließenden MX-Efflux wurden die Zellen gereinigt wie vorhergehend 

beschrieben. Dann erfolgte die Resuspensation in 4ml, bei 37°C vorgewärmtem Medium 

RPMI 1640/10% FCS entsprechend mit/ohne Inhibitor. Das Gemisch wurde in 6-Loch-

Gewebekulturplatten überführt, um für weitere 10min inkubiert (37°C/5% CO2) zu werden.  
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Ebenfalls wurde der Effekt von GSs (Methylprednisolon (MP), Sanofi-Aventis, Frankfurt, 

Deutschland; Dexamethason (DEX), Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland) auf die MX-

Akkumulation und den Zelltod untersucht. Nach einer Präinkubation (50µM, 60min) erfolgte,  

der oben beschriebene MX-Efflux in Gegenwart des entsprechenden GS (abgewandelt nach 

Pavek et al. 2005).  

 

Nach einem Waschvorgang wurden mit Hilfe der Propidiumiodid-Färbung (PI, 0.1 µg/ml, 

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) Zellen mit einer beschädigten 

Plasmamembranintegrität ausgeschlossen (typischerweise <1.6%). Die Markierung erfolgte 

entsprechend den Herstellerangaben. Hierfür wurden 2 bis 10x10
5
 Zellen in ein FACS-

Rundbodenfalkon-Röhrchen überführt und mit 1xPBS gereinigt. Der nach der Zentrifugation 

gebildete zelluläre Überstand wurde in 100µl 1xPBS-Puffer und 20µl PI (Vorverdünnung 

50µg/ml) resuspendiert und für 10min auf Eis und unter Lichtausschluss inkubiert. Danach 

wurden die Zellen erneut zentrifugiert, mit 1xPBS gereinigt und in 250µl 1xPBS 

resuspendiert. Ein Minimum von 5 000 PI-negativen Zellen wurde durchflusszytometrisch 

(FACSCalibur/Cell Quest-Software, Becton Dickinson) analysiert.  

2.2.4 Mitoxantron-Zelltod-Assay 

Die Analyse des Zelltods basiert auf dem MX-Efflux-Assay. Zu Beginn erfolgte die 

Präinkubation von 600 000 Zellen in RPMI 1640/10% FCS mit/ohne Inhibitorlösung  für 

15min, 37°C/5% CO2 mit der sich anschließenden Zugabe der 1µM MX-Lösung.  Nun 

erfolgte wahlweise eine Inkubation der Zellen mit MX für 30 (n=6 Individuen) 

beziehungsweise 60min (n=4) bei 37°C/5% CO2. Dann wurden die Proben über Nacht 

mit/ohne Inhibitorlösung in 4ml RPMI 1640/10% (37°C/5% CO2) in 6-Loch-

Gewebekulturplatten inkubiert.  

Die Bestimmung der Anzahl früh-apoptotischer Zellen erfolgte mittels einer 

Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-markierten Annexin-V-Färbung (Roche Biochemicals, 

Mannheim, Deutschland). Eine simultane DNS-Markierung mit PI, das nicht Zellmembran-

permeabel ist, trennte früh-apoptotische von spät-apoptotischen und früh-nekrotischen Zellen 

(Vermes et al. 1995).  

Die Markierung erfolgte entsprechend den Herstellerangaben. Es wurden  2 bis 10x10
5
 Zellen 

in ein FACS-Rundbodenfalkon-Röhrchen überführt und mit Annexin-V-Puffer gereinigt. Der 

Annexin-V-Puffer setzte sich aus 1ml 1M HEPES Natriumhydroxid (NaOH) (pH-Wert 7.4), 

10ml 1.4M Natriumchlorid (NaCl) und 0.5ml 1M Calciumchlorid (CaCl2) zusammen, das auf 

100ml mit bidestilliertem Wasser aufgefüllt wurde. Der nach der Zentrifugation entstandene 

zelluläre Überstand wurde anschließend in 100µl Annevin-V-Bindungspuffer, 2.5µl Annexin-

V-FITC und 20µl PI (Vorverdünnung 50µg/ml) resuspendiert und für 10min auf Eis und unter 

Lichtausschluss inkubiert. Nun wurden die Zellen erneut zentrifugiert, mit Annexin-V-
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Bindungspuffer gereinigt und in 250µl Annexin-V-Bindungspuffer resuspendiert. 

Anschließend erfolgte die FACS-Messung. 

2.3 In-vivo-Analyse: Induktion der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis, 

Mitoxantron-Behandlung und Histologie 

Die Tierexperimente als in-vivo-Analyse wurden zuvor durch die Tierschutzbeauftragten der 

Medizinischen Fakultät Göttingen und dem Herrn Regierungspräsidenten von Braunschweig 

geprüft und genehmigt. Die Abcg2-Knock-Out-Tiere wurden zum C57BL/6-Hintergrund 

zurückgekreuzt und die entsprechenden Geschwister-Kontrollmäuse (littermates) von Harlan 

(Borchen, Deutschland) erworben.  

Die Anästhesie der Mäuse erfolgte mit 10µl/g Körpergewicht intraperitoneal eines 

Gemisches aus 2ml Ketamin, 500µl Xylazin/Rompun und 10ml Natriumchlorid. Zur 

Initiierung der EAE wurden sie immunisiert mit einer subkutanen Injektion rechts und links 

des Schwanzes von je 50µg einer Mischung aus Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein-, 

MOG35-55-Peptid und kompletten Freund Adjuvanz. Zusätzlich  erhielten die Tiere an Tag null 

und zwei 200ng Pertussistoxin intraperitoneal (List Biological Laboratories, Campbell, CA, 

USA). Sie wurden täglich verblindet gewogen und nach ihrem klinischen Verlauf beurteilt. 

Die Schwere der Erkrankung wurde anhand einer Skala untersucht, die von 0 bis 10 reicht 

(Hartung et al. 1988): 0, gesund; 1, reduzierter Tonus der Schwanzspitze; 2, schlaffer 

Schwanz; 3, Gangataxie, wackelnder Gang; 4, Stand- und Gangataxie; 5, Parese eines Beines 

bis leichte Paraparese; 6, mittelschwere Paraparese oder Plegie eines Hinterbeines; 7, schwere 

Paraparese oder Paraplegie; 8, Tetraparese, Bewegung nur schleichend; 9, schwere 

Tetraparese, morbibund; 10, tot. Bei Krankheitsbeginn an Tag zwölf bis 14 und an Tag 16 

wurde MX injiziert (0.5mg/kg Körpergewicht). Die Rückenmarkquerschnitte der an Tag 23 

oder 29 perfundierten Mäuse wurden mit Luxol fast blue gefärbt. Mit Hilfe der Image 

Processing Software und einem Olympus-Mikroskop wurden die demyelinisierenden Areale 

als prozentualer Anteil von der gesamten weißen Substanz berechnet.   

2.4 Retrospektive klinische Korrelation funktionell-relevanter Einzelbasenaustausche in 

ABC-Transportern mit der therapeutischen Mitoxantron-Ansprechrate 

Die retrospektive, klinische Analyse der MX-Ansprechrate wurde von verschiedenen 

Untersuchern durchgeführt und verblindet ausgewertet. Patientenproben wurden genotypisiert 

für ABCB1-2677G>T, -3435C>T und ABCG2-V12M, -Q141K und anschließend mit den 

klinischen Daten korreliert.  

Bei allen Patienten wurde eine gesicherte MS diagnostiziert entsprechend den Poser- oder 

McDonald-Kriterien (McDonald et al. 2001, Poser et al. 1983). Es wurden Patienten mit 

einem schubförmigen, einem sekundär progredienten oder einem atypischen 

Krankheitsverlauf (Neuromyelitis optica/Devic-Syndrom, n=1) sowie eine mögliche MS 

(nach den Poser-Kriterien) eingeschlossen. Die Behandlung erfolgte nach etablierten 
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Protokollen, wobei 85.1% des Gesamtkollektivs und alle nach der Ansprechrate analysierten 

MX-Monotherapie Patienten die MX-Zyklen dreimonatlich erhielten. Die restlichen 14.9% 

wurden mit einer initial dreimaligen monatlichen Behandlung therapiert, gefolgt von drei 

Monaten Therapieabstand. (Edan et al. 1997, Hartung et al. 2002) Patienten mit einer primär 

progredienten MS (PPMS) wurden aufgrund eines unterschiedlichen Pathomechanismus, der 

der Erkrankung zugrunde liegt, sowie fehlender Daten zur therapeutischen Effektivität von 

MX von der Analyse ausgeschlossen (Stüve et al. 2004).  

155 Patienten  (Göttingen n=11, Rostock n=37, Berg n=107) wurden mit einer MX-

Monotherapie intravenös (5-12mg/m
2
 KOF) in drei-monatlichen Abständen entsprechend des 

MIMS (Mitoxantron in Multipler Sklerose)-Protokolls behandelt (Hartung et al. 2002). In 

dieser Kohorte wurde eine GS-Puls Therapie lediglich während der Exazerbationen 

verabreicht. Weitere 154 Patienten erhielten eine MX/GS-Kombinationstherapie 

(Göttingen/Rostock n=57, Barcelona n=46, Berg n=51, MX/GS). Die deutschen MX/GS-

Patienten wurden mit drei-monatlichen MX-Zyklen in Kombination mit einer drei- bis 

fünftägigen Behandlung mit 1g MP intravenös therapiert. Die spanischen MX/GS-Patienten 

erhielten im Gegensatz 4mg DEX intravenös gefolgt von den MX-Infusionen. Die ersten drei 

MX-Zyklen wurden in dieser Kohorte monatlich verabreicht und alle weiteren in drei 

Monatsintervallen. Die Entscheidung für die MX/GS-Kombination erfolgte aus klinischen 

Gründen, wie zum Beispiel kontinuierlicher klinischer Aktivität trotz bestehender MX-

Therapie oder besserer Tolerabilität.  

Die klinische Analyse nach der Ansprechrate auf MX entsprechend in Responder oder Non-

Responder wurde mit Hilfe von quantitativen Skalen als Einteilungskriterien durchgeführt 

(Tabelle 3): Expanded Disability Status Score (EDSS)-Stabilität/Verbesserung (im Fall von 

Therapieversagen wurde die EDSS-Verschlechterung um einen Punkt (EDSS<6.0) 

beziehungsweise um 0.5 Punkte (EDSS≥6.0) gewertet; n=165 bestätigt an mindestens zwei 

verschieden Zeitpunkten mit einem Mindestabstand von drei Monaten), Verbesserung der 

Schubrate, Stabilität/Verbesserung der Multiple Sclerosis Functional Composite (MSFC)-

Skala, magnetresonanztomografischer Aktivität (MRT, Gadolinium-Aufnahme) und einer 

ärztlichen Einschätzung der Krankheitsprogression. Bei 63 Patienten dienten zusätzlich 

motorisch-evozierte Potentiale als Bestätigung der Einteilung nach der Therapie-Ansprechrate  

(Untersuchung der zentralen motorischen Leitungszeit, Amplitude und Konfiguration). 

Mindestens 150 der 309 Patienten erfüllten für die Klassifikation mehr als eines der 

genannten Kriterien. Die Einteilung erfolgte größtenteils nach zwölf Monaten (89.3% der 

Patienten). Wenn zu diesem Zeitpunkt ausreichende klinische Daten fehlten, wurden sie nach 

neun Monaten Therapie (10%) erhoben. Für weitere 0.7% wurde die Ansprechrate am 

Therapieende ermittelt (21-24 Monate).  
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Tabelle 3:  Übersicht der Einteilungskriterien 

Einteilungskriterien mit deren Hilfe Multiple-Sklerose-Patienten nach der Mitoxantron-Ansprechrate 

klassifiziert wurden (n=309)  und entsprechende Patientenanzahl, für die dieses Merkmal herangezogen wurde. 

 

Einteilungskriterium Patientenanzahl  

EDSS 294 

Schubrate 110 

MSFC-Skala 10 

MRT-Aktivität 15 

Krankheitsprogression 157 

motorisch-evozierte Potentiale 63 

 

Eine separate Gruppe von Patienten mit schwerwiegenden kardiologischen (n=28, 

echokardiographisch dargestellte linksventrikuläre Dysfunktion, kongestive Herzinsuffizienz, 

mediane kumulative MX-Dosis 72mg/m
2
) oder hämatologischen Nebenwirkungen (n=8, 

therapieassoziierte Leukämie, Agranulozytose, mediane kumulative MX-Dosis 72mg/m
2
) 

wurde ebenfalls retrospektiv mit dem ABC-Transporter-Genotyp korreliert. Proben von zehn 

dieser Patienten mit einer MX-assoziierten Kardiotoxizität wurden separat von einem Berliner 

Zentrum bereitgestellt (NeuroCure Clinical Research Center, Charité-Universitätsmedizin 

Berlin, Berlin, Deutschland).  

2.5 Statistische Auswertung 

Die beschreibende Statistik wurde als Median und entsprechendes 25. und 75. Perzentil 

dargestellt. Die entsprechenden Daten wurden unter Verwendung des exakten Wilcoxon-Tests 

verglichen. Die Analyse der in-vitro-Apoptose-Raten erfolgte mit Hilfe der einseitigen 

Varianzanalyse unter Verwendung des post-hoc-Student-Newman-Keuls-Test für 

Gruppierungen. Die p-Werte wurden zweiseitig dargestellt.  

Kreuztabellen der Forschungsdaten führten oft zu Zellen mit einer erwarteten Frequenz von 

kleiner als fünf. Dafür wurde die exakte Inferenzstatistik verwendet. Das war der exakte 

Fisher`s-Test für die 2x2-Fälle, der Fisher-Freeman-Halton-Test für die 2x3-Fälle und der 

exakte Cochran-Armitage-Test für Trends der Genotypeinteilung in dem zusätzlichen Modell 

0-1-2.  

Die exakte Statistik wurde unter Zuhilfenahme von SPSS 16 für Windows berechnet. Das 

exakte Quotenverhältnis/Odds Ratio für die Assoziation zwischen Responder/Non-Responder 

und der Genetic Burden Score für den Vergleich unterschiedlicher ABCB1/ABCG2-Genotyp-
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Konstellationen wurde in R 2.9.0 unter Verwendung des Elrm Package (Zamar et al. 2007) 

mit einer Markov Chain Size von 2.5e6 berechnet.  

Der Cochran-Armitage-Test wurde mit einseitigen p-Werten berechnet, da nur eine Richtung 

des Trends von Interesse war und die Plausibilität aus den in-vitro- und EAE-in-vivo-

Ergebnissen resultierte (Zheng et al. 2003, Zheng 2008).  

Die Inhibition des MX-Effluxes durch GSs wurde unter Verwendung der Kolmogorov-

Smirnov-Statistik D getestet (Leith et al. 1999). Um Unterschiede im EAE-Kurs durch den 

Mann-Whitney U-Test zu bestimmen, wurde die Analyse vom Einsetzen der Erkrankung bis 

zum Ende der Beobachtung anstatt von individuellen Zeitpunkten durchgeführt. 
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3 Ergebnisse und Diskussion  

3.1 ABCB1- und ABCG2-Transporter sind hoch polymorph in Multiple-Sklerose-

Populationen aus zentral-europäischer Abstammung ohne große Unterschiede im 

Vergleich zu gesunden Spendern 

Bei der Genotypisierung haben wir uns auf die prominentesten SNPs der ABCB1- und 

ABCG2-Transporter konzentriert, die in vorherigen Prüfungen funktionellen Einfluss auf den 

MX-Transport zeigten (Gottesman et al. 2002, Schinkel und Jonker 2003). Den am besten 

validierten Effekt auf die Medikamenten-Disposition hat die ABCB1-3435C>T-Mutation. Sie 

ist assoziiert mit der Transporter-Funktion und deren Expressionshöhe im Duodenum 

(Hoffmeyer et al. 2000, Sakaeda et al. 2003). Der genaue Wirkmechanismus ist jedoch unklar, 

da es sich um eine intronische Mutation handelt. Die 2677G>T ABCB1-Mutation, die zu 

einem Aminosäure-Austausch führt, ist im funktionellen Vergleich weniger relevant (Kerb 

2006, Schwab et al. 2003). Es wird jedoch eine klinische Bedeutung vermutet, da sie die 

ATPase-Aktivität und Substratspezifität verschiedener Medikamente beeinflusst (Sakurai et 

al.2007). Von sechs untersuchten ABCG2-SNPs (V12M, Q141K, Q126*, E334*, R482G, 

R482T) konnten lediglich zwei Polymorphismen in unserer MS-Population detektiert werden. 

Der SNP V12M führt zu einer veränderten apikalen Plasmamembranlokalisation im ABCG2-

Transporter und Q141K zu einer erniedrigten ATPase-Aktivität (Bosch et al. 2005, Mizuarai 

et al. 2004).  

Die klinischen Basischarakteristika der MS-Patienten und der gesunden Kontrollen sind in 

Tabelle 4 sowie in Tabelle 1 im Teil B aufgeführt. Bei den Kontrollen handelt es sich vor 

allem um gut voruntersuchte Blutspender. Sie wurden nicht in Geschlecht und Alter 

übereinstimmend mit den MS-Patienten selektiert und gesammelt, deshalb sind sie jünger als 

die untersuchten MS-Patienten.  
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Tabelle 4:  Zusammenfassung der klinischen Charakteristika der ABCB1- und ABCG2-genotypisierten 

Multiple-Sklerose-Kohorte (Barcelona, Berg, Göttingen, Rostock) und des Kontrollkollektivs (Bochum, 

Göttingen)  

m steht für männlich, w für weiblich. 1unter Berücksichtigung eines transsexuellen Patienten (weiblich zu 

männlich). Erstmanifestation fehlend für n=54 Patienten, Erstdiagnose fehlend für n=198. Die atypischen Fälle 

(n=6) sind Patienten mit einer Neuromyelitis optica/Devic-Syndrom. Der Krankheitsverlauf fehlt von einem 

Patienten (Göttingen) 

 

 

Wie in Abbildung 2A im Teil B dargestellt, wurde der ABC-Transporter-vermittelte MX-

Efflux in MS-Patienten mit wildtypischen ABCB1/ABCG2-Allelen (ABCB1-2677GG, -

3435CC, ABCG2-12VV, -141QQ) mit einem MS-Patienten, Träger für Allelvarianten in 

beiden Genen (ABCB1-2677TT, -3435TT, ABCG2-12VM, 141QQ) verglichen. Die Zellen 

mit den wildtypischen Sequenzen zeigten unter Verwendung des dualen ABCB1-/ABCG2-

Inhibitors Elacridar einen höheren MX-Efflux als der letztere Genotyp. Der wildtypische 

Genotyp wurde deshalb als ABCB1/ABCG2-H(igh Efflux) bezeichnet, während der Genotyp 

mit heterozygot oder homozygot mutierten Allelvarianten in beiden Genen, ABCB1/ABCG2-

L(ow Efflux) genannt wurde (Tabelle 5).  

 Multiple-Sklerose-Patienten Kontrollpersonen 

Geschlecht, Anzahl (%) m: 268 (32.2),  

w
 1

: 564 (67.8) 

m: 152 (57.6),  

w: 112 (42.4) 

Alter, Median (25%-75% Perzentile) 45 (38-52) 38 (30-46) 

Erstmanifestation, Median (25%-75% Perzentile) 31 (24-39)  

Erstdiagnose, Median (25%-75% Perzentile) 34 (27-42)  

Verlaufsform, Anzahl (%)   

Schubförmig wiederkehrend  423 (50.8)  

Sekundär progredient 346 (41.6)  

Primär progredient 56 (6.7)  

Atypisch  6 (0.7)  

Gesamt 832 264 
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Tabelle 5:  Überblick zur Nomenklatur der Allelkombinationen resultierend aus dem in-vitro-Mitoxantron- 

und Zelltod-Assay und damit der funktionellen Transporteraktivität 

 

Lediglich 14.8% der MS-Patienten zeigten ABCB1/ABCG2-L-Allele in beiden Transportern 

(ABCB1-2677GG, -3435CC, ABCG2-12VV, -141QQ) (Tabelle 2, Teil B: Publikation). 22.2% 

waren heterozygot oder homozygot mutiert für die Kombination von Allelvarianten in ABCB1 

und ABCG2 (ABCB1/ABCG2-I, ABCB1-2677TT, -3435TT, ABCG2-12VM, 141QQ) und 

schließlich 63.1% der Fälle in entweder ABCB1 oder ABCG2 (ABCB1/ABCG2-H).  

Zwischen MS-Patienten und gesunden Kontrollen wurden für die Allelfrequenzen ABCB1-

3435C>T und -2677G>T keine Unterschiede detektiert. Für die SNPs des ABCG2-

Transporters war die Häufigkeit der verschiedenen Allele im V12-Kodon mit 0.03% bei den 

MS-Patienten und 0.05% bei den gesunden Spendern sehr niedrig (p=0.023). Dieser 

Unterschied kann am besten durch die hohe Varianz erklärt werden, die bei dem selten 

vorkommenden Allel in dem kleinen untersuchten Kollektiv zu erwarten ist. Es wurden keine 

gegensätzlichen Genotypfrequenzen für Q141K entdeckt.  

Auch im Vergleich der Allelfrequenzen der MS-Kohorte und dem gesunden Kontrollkollektiv 

mit der HapMap-CEU-Population (Das Internationale HapMap-Konsortium 2007) zeigten 

sich keine Abweichungen. Die Genotypverteilung  der unselektierten MS-Kohorte (Göttingen, 

Rostock) stimmte mit der MX-behandelten MS-Kohorte (Barcelona, Berg) überein.  

Es wurde ein hoher Grad des Linkage Disequilibriums zwischen ABCG2-V12M und -Q141K 

(Linkage Disequilibrium=0.854) detektiert, was definitionsgemäß auf eine häufige 

Kombination der beiden SNPs hinweist. Die Ursache könnte sowohl in der gemeinsamen 

Geschichte der Mutationen und der Rekombinationen zu finden sein als auch in 

zugrundeliegenden anderen Faktoren, wie beispielsweise einem Gendrift oder dem Wachstum 

einer Population (Gaunt et al. 2007). 

Die Ergebnisse zeigen, dass potentiell funktionelle Allelvarianten für ABCB1 und ABCG2, 

häufig bei MS-Patienten vorkommen, vermutlich aber ohne eine Rolle in der 

Krankheitssuszeptibilität zu spielen.  

Genotyp Allele Transporterfunktion Bezeichnung 

SNPs   

in ABCB1 und ABCG2 

ABCB1-2677GG, -3435CC,  

ABCG2-12VV, -141QQ 

hoch/ 

high Efflux 

ABCB1/ABCG2-H 

SNPs  

entweder in ABCB1 oder ABCG2 

 intermediär/ 

intermediate Efflux 

ABCB1/ABCG2-I 

keine SNPs  

in ABCB1 und ABCG2 

ABCB1-2677TT, -3435TT,  

ABCG2-12VM, -141QQ 

niedrig/ 

low Efflux 

ABCB1/ABCG2-L 
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3.2 Verschiedene, potentiell von der Mitoxantron-Therapie beeinflusste Gewebe und 

Organe zeigen eine hohe ABCB1-/ABCG2-Boten-Ribonukleinsäure-Expression 

Es konnte eine hohe ABCB1-/ABCG2-mRNA-Expression in verschiedenen, potentiell von der 

MX-Therapie beeinflussten Zellen und Geweben nachgewiesen werden (Abbildung 1, Teil B: 

Publikation). So zeigte die Analyse der ABC-Transporter-mRNA eine 3.9-fach höhere 

ABCG2-Expression in Immunzellen (CD56
+
-Zellen) im Vergleich zu unsortierten 

mononukleären Leukozyten. Diese Ergebnisse bestätigen vorhergehende Untersuchungen von 

Scharenberg et al. (2002) und führten zur Verwendung von CD56
+
-Zellen in den in-vitro-

Experimenten. Ebenfalls wurde eine hohe ABCG2-mRNA-Expression in humanen ZNS-

Zellen, vor allem im frontalen, kortikalen Gehirngewebe (53-fach höher im Vergleich zu 

mononukleären Leukozyten), Oligodendrozyten (19-fach) und Mikroglia (17-fach) 

beobachtet, was eine Bedeutung der Transporter beispielsweise in der Behandlung 

neurologischer Erkrankungen nahe legt. Auch im humanen Myokard (16-fach höher im 

Vergleich zu mononukleären Leukozyten) und im Lebergewebe (76-fach) konnte eine hohe 

Expression detektiert werden. Da das Herzgewebe eine wichtige Rolle im 

Nebenwirkunsspektrum der MX-Therapie spielt, ist dieses Ergebnis bedeutsam. Die 

hepatobiliäre Ausscheidung ist ein Eliminationsweg von MX aus dem menschlichen Körper 

(Neuhaus et al. 2007). Deshalb könnte die ABC-Transporter-Expression in der Leber Einfluss 

auf die Pharmakokinetik von MX nehmen. Alle untersuchten Zellen und Gewebe zeigten 

ähnliche Ergebnisse bei der Analyse der ABCB1-mRNA-Expression mit den höchsten Werten 

in CD56
+
-Zellen, Oligodendrozyten, der Leber und dem Kortex. 

In einer Subanalyse wurden die unterschiedlichen Allele ABCB1-3435C>T (-CC n=14, -CT 

n=36, -TT n=11) und ABCG2-V12M (-VV n=21, -VM n=10) und –Q141K (-QQ n=21, -QK 

n=25) mit der Höhe mRNA-Transporterexpression korreliert. Es wurden keine statistisch 

signifikanten Unterschiede detektiert. Darüber hinaus konnten keine Hinwiese für eine 

mögliche Genotyp-abhängige Expression gefunden werden, wie näher von Hitzl et al. (2004) 

oder Moriya et al. (2002) beschrieben. Diesbezüglich und im Hinblick auf einen Vergleich der 

mRNA-Expression von gesunden Spendern und MS-Patienten sind weitere Untersuchungen 

nötig, da eine Regulation der Transporter durch das Krankheitsgeschehen (Evseenko et al. 

2007, Jansen et al. 2003, Tamura et al. 2006, van de Ven et al. 2009) oder die Gabe von MX 

(Nieth und Lage 2005), aber auch durch andere Medikamente (zum Beispiel Demeule et al. 

1999) nicht ausgeschlossen werden kann. 

 Die Proteinexpression von ABCB1 und ABCG2 wurde nicht separat untersucht wie 

beispielsweise  von Owen et al. (2005). Die Ergebnisse hätten keine weiteren Rückschlüsse 

auf die Funktionalität der Transporter geboten. Für diesen Nachweis entwickelten wir den 

MX-Efflux- und -Zelltod-Assay. 
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3.3 Der ABCB1-/ABCG2-Transporter-Genotyp bestimmt in vitro den Mitoxantron-

Efflux und den Mitoxantron-induzierten Zelltod in Multiple-Sklerose-Patienten und 

gesunden Spendern 

In der vorliegenden retrospektiven Prüfung wurde in Immunzellen (CD56
+
-Zellen) der 

Nachweis erbracht, dass der ABCB1/ABCG2-Genotyp in vitro Einfluss auf den MX-Efflux 

und MX-induzierten Zelltod in MS-Patienten und gesunden Spendern nimmt.  

Es wurde besonders darauf geachtet, dass die Patientenproben stets parallel und gleich 

behandelt wurden. Das Resultat war eine Reproduzierbarkeit des Vergleichs zwischen 

ABCB1-/ABCG2-L- und ABCB1-/ABCG2-H-Spender trotz der Varianz im Bioassay und 

interindividuellen Schwankungen der MX-Akkumulation.  

Der ABC-Transporter-vermittelte MX-Efflux in MS-Patienten mit ABCB1/ABCG2-H-Allelen 

zeigte unter Verwendung des dualen ABCB1-/ABCG2-Inhibitors Elacridar einen höheren MX-

Efflux als Induviduen mit ABCB1/ABCG2-L-Allelen (Abbildung 2A, Teil B: Publikation)). 

Nachdem ein gleichförmiges Verhalten des Genotyp-abhängigen MX-Efflux beobachtet und 

der Nachweis des Wirkprinzipes in MS-Patienten erbracht wurde, schlossen wir zusätzlich 

gesunde Spender in die Analyse ein. 

Die Abbildung 2B im Teil B fasst die kumulativen Daten von zwölf Individuen (sechs Paare 

mit unterschiedlichem Genotyp) zusammen. Der ABC-vermittelte MX-Efflux des 

ABCB1/ABCG2-L-Genotyps war um 37.7% geringer (mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) 

164.3) als  bei entsprechenden Trägern des -H-Genotyps (MFI 263.5, p=0.031). Erste Daten 

weisen darauf hin, dass Individuen, die entweder in ABCB1 oder ABCG2 polymorph sind, 

einen intermediären MX-Efflux aufweisen (ABCB1/ABCG2-I(ntermediate Efflux), Tabelle 5). 

Die Rangfolge des ABC-mediierten MX-Effluxes, die aus den ABCB1/ABCG2-H/I/L-

Genotypen resultieren, argumentiert für den Einfluss der ABCB1- und ABCG2-Transporter 

auf die MX-Akkumulation. 

Die Hemmung mit den monospezifischen Inhibitoren PSC-833 (ABCB1-selektiv) und 

Fumitremorgin C (ABCG2-selektiv) führte nicht zu signifikanten Unterschieden des MX-

Effluxes zwischen ABCB1/ABCG2-L- und -H-Genotypträgern. Es zeichnete sich bei der 

Verwendung von PSC-833 allerdings ein statistischer Trend mit p=0.062 entsprechend der 

Hemmung mit dem dualen Inhibitor Elacridar ab. Da die Unterschiede erst unter 

Zuhilfenahme des ABCB1- und ABCG2-Hemmstoffs Elacridar signifikant wurden, wird eine 

zusammenhängende Rolle von ABCB1 und ABCG2 beim MX-Efflux vermutet. Die 

Ergebnisse bestätigen den Effekt in transgenen Mäusen, in denen die Transporter eine 

additive, funktionell nicht-redundante Protektion gegen den MX-induzierten Zelltod bilden 

(Zhou et al. 2003).  

 

Weitere Hinweise auf die funktionelle Relevanz der untersuchten SNPs konnte mit Hilfe des 

MX-induzierten Zelltods in MS-Patienten und gesunden Spendern erbracht werden. 
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In Vorexperimenten wurde ein toxischer Effekt der Inhibitoren auf die CD56
+
-Zellen 

ausgeschlossen (Abbildung 2). 

 

Abbildung 2:  Erste Daten: Ausschluss der Toxizität der Inhibitoren 

Nach Zugabe von Fumitremorgin C oder PSC-833 (n=5, ein Multiple-Sklerose-Patient/vier gesunde Spender; 

drei Träger des ABCB1/ABCG2-H-Genotyps, zwei gesunde Spender Träger des ABCB1/ABCG2-L-Genotyps) 

beziehungsweise von Elacridar (ein MS-Patient/zwei gesunde Spender; zwei Träger des ABCB1/ABCG2-H-

Genotyps, ein gesunder Spender Träger des ABCB1/ABCG2-L-Genotyps) wurden keine Differenzen der 

geometrischen mittleren Fluoreszenzintensität  der Zelltodrate (Annexin-V+-Zellen und PI+-Zellen) im Vergleich 

zu einer unbehandelten Probe (Negativprobe, neg) detektiert. Die CD56+-Zellen durchliefen den Mitoxantron-

Efflux-Assay ohne Zugabe von Mitoxantron. Anschließend wurden sie mit den entsprechenden Inhibitoren über 

Nacht inkubiert und durchflusszytometrisch analysiert. Fisher`s exakt-Test, zweiseitig. ns bedeutet nicht 

signifikant. 
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Im MX-Efflux-Assay konnte eine erhöhte intrazelluläre MX-Akkumulation in 

ABCB1/ABCG2-L-MS-Patienten im Vergleich zu ABCB1/ABCG2-H-MS-Patienten 

nachgewiesen werden. Die Auswirkung der Genotyp-abhängigen unterschiedlichen 

intrazellulären MX-Ansammlung zeigte sich in den Zelltod-Assay-Experimenten: Die 

ABCB1/ABCG2-L-MS-Patienten, die intrazellulär, quanitativ mehr MX aufwiesen, hatten 

auch eine höhere Zelltodrate (MX
+
/Annexin-V

+
-Zellen) im Vergleich zu ABCB1/ABCG2-H-
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MS-Patienten. Erneut wurden ähnliche Effekte bei gesunden Spendern beobachtet (Abbildung 

3A, Teil B: Publikation). Zusammenfassend erbrachte die Analyse von einem MS-Patienten-

Paar und vier Paaren gesunder Kontrollen folgende Ergebnisse: ABCB1/ABCG2-L-Individuen 

besaßen 22.9% mehr MX
+
/Annexin-V

+
- (Abbildung 3B, Teil B: Publikation, p<0.05) und 

16.1% mehr MX
+
/PI

+
-doppelt-positive Zellen (Abbildung 3, p=nicht signifikant (ns)) als 

Träger des ABCB1/ABCG2-H-Genotyps.  

 

Abbildung 3:  Der ABCB1/ABCG2-Genotyp bestimmt den Mitoxantron-induzierten Zelltod in Multiple-

Sklerose-Patienten und gesunden Spendern: In vorläufigen Experimenten folgt die Höhe der MX+/PI+-doppelt-

positiven Zellen der Höhe der MX+/Annexin-V+-doppelt-positiven Zellen 

Träger des ABCB1-/ABCG2-L-Genotyps zeigten höhere Anteile spät-apoptotischer und früh-nekrotischer 

Zellen (MX+/PI +), die Mitoxantron enthalten, im Vergleich zu Individuen mit dem -H-Genotyp (p=ns, Anova). 

Jeder Genotyp enthält einen Multiple-Sklerose-Patienten und vier gesunde Spender. Die FACS-Messung 

erfolgte 24 Stunden nach dem Mitoxantron-Efflux entsprechend mit beziehungsweise ohne den dualen ABCB1-

/ABCG2-Inhibitor Elacridar. Dargestellt sind die Mittelwerte der prozentualen Anteile MX+/PI+-doppelt-

positiver Zellen mit der Standardabweichung (Ordinate) für die Träger des ABCB1-/ABCG2-L und des H-

Genotyps (Abszisse). 
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Darüber hinaus führte die Inhibition des MX-Effluxes durch den ABCB1/ABCG2-Inhibitor 

Elacridar zur Steigerung des Zelltods in ABCB1/ABCG2-H-Individuen um 21.9% 

(MX
+
/Annexin-V

+
-Zellen, p<0.05%). Dieser Anstieg betrug lediglich 3.5% in den -L- 

genotypisierten Individuen (p=ns) (Abbildung 3B, Teil B: Publikation). Die Anzahl der spät-

apoptotischen und früh-nekrotischen Zellen (MX
+
/PI

+
) verhielt sich im Trend gleichförmig 
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(Abbildung 3). Da die Wirkung auf den dualen Hemmstoff Elacridar zurückzuführen ist, 

weist dies auf einen ABC-Transporter-vermittelten Effekt hin. Der untersuchte Zeitpunkt 

umfasst das Apoptoseprogramm der Zellen, dass innerhalb von vier bis fünf Stunden beendet 

wird. Sogar hier gezeigte kleine quantitative Differenzen des Zelltodes können in bestimmten 

Geweben unter definierten Bedingungen zu den in der Studie analysierten Zeitpunkten zu 

einem großen Zellverlust über die Zeit führen (Bursch et al. 1990). 

Die Ergebnisse argumentieren für eine unterschiedliche Suszeptibilität des MX-induzierten 

Zelltods abhängig vom entsprechenden ABCB1/ABCG2-Transporter-Genotyp. Vermutlich ist 

dies bedingt durch die Höhe der MX-Akkumulation.  

 

Die klinisch weit verbreitete Anwendung der MX/GS-Kombination folgt der empirischen 

Rationale einer potentiellen Steigerung der Effektivität und Tolerabiltät (Morrissey et al. 

2005). Zingler et al. (2005) berichteten über eine bessere Verträglichkeit der kombinierten 

MX/GS-Therapie mit weniger Nebenwirkungen wie Müdigkeit und Abgeschlagenheit. Das 

führt letztlich zur Erhöhung der Kooperation der Patienten im Rahmen der Therapie. 

Dies veranlasste uns dazu, in einem nächsten Schritt den Einfluss von den GSs MP und DEX 

auf die intrazelluläre MX-Akkumulation und den MX-induziertem Zelltod zu untersuchen. In 

CD56
+
-Zellen von Individuen mit ABCB1/ABCG2-H-Gensequenzen inhibierten sowohl MP 

als auch DEX signifikant den MX-Efflux (Abbildung 3C, Teil B: Publikation). Dies resultiert 

vermutlich aus komplexen GS-Interaktionen mit ABC-Transportern, im Besonderen die 

Inhibition der ATPase-Aktivität der ABC-Transporter durch Steroide (nicht genomischer 

Effekt), die Rolle der GS als Substrat oder der Einfluss auf die Regulation der ABC-

Transporter-Expression (Evseenko et al. 2007, Jansen et al 2003, Kim und Benet 2004, Pavek 

et al. 2005, Schmid et al. 2000). Nach 24h führte die zusätzliche Inkubation mit MP zu einem 

Anstieg von 8% der MX
+
/Annexin-V

+
-Zellen in ABCB1/ABCG2-H-Genträgern und mit DEX 

von 2.9%. Dieser Effekt war vermutlich abhängig von der Hemmung des MX-Effluxes und 

nicht direkt GS-vermittelt, da nur vernachlässigbare Unterschiede in zwei entsprechenden 

ABCB1/ABCG2-L-Individuen beobachtet wurden (für MP +0.52% MX
+
/Annexin-V

+
-Zellen, 

für DEX +2.0%). Hypothetisch könnte der auf in-vitro-Ebene beobachtete Effekt zu einer 

höheren Effektivität von MX führen. Andererseits könnte eine  Risikostratifizierung von 

Nebenwirkungen zumindest in unterschiedlichen ABC-Genotyp-Subpopulationen erfolgen.  

 

Der mögliche Einfluss weiterer Faktoren, wie zum Beispiel die potentielle Prädominanz eines 

ABC-Transporters in vivo oder die Rolle anderer Mechanismen kann durch die vorliegenden 

Experimente nicht ausgeschlossen werden und bedarf weiterer Erforschung. Beispielsweise 

könnten andere MDR-Transporter, wie ABCC1, von Bedeutung sein (Borst und Elferink 

2002, Morrow et al.  2006).  
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Die Transporter-Expression könnte durch die MX-Gabe beeinflusst worden sein, wie 2005 

von Nieth und Lage beschrieben. Dieser Störfaktor kann vermutlich durch den begrenzten 

zeitlichen Verlauf des Experimentes ausgeschlossen werden, da die durchschnittliche Zeit von 

der Induktion bis hin zur Expression auf der Zelloberfläche die Dauer des Versuchs 

übersteigt. 

Aktuell fehlt es darüber hinaus an validen Daten zu möglichen Arzneimittelinteraktionen. 

Potentielle Kandidaten dafür sind 5-HT3-Rezeptor-Antagonisten wie beispielsweise 

Ondansetron. Er wird regelmäßig im Rahmen der MX-Infusionen als potentes Antiemetikum 

verabreicht und ist ein bekanntes Substrat des ABCB1-Transporters (Babaoglu et al. 2005, 

Schinkel et al. 1996). Ebenso wurde in den letzten Jahren eine Hemmung dieses Transporters 

durch den Protonenpumpeninhibitor Pantoprazol diskutiert (Pauli-Magnus et al. 2001).   

3.4 Der Abc-Transporter-Genotyp beeinflusst die therapeutische Ansprechrate auf 

Mitoxantron in der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis 

Um die funktionelle Signifikanz des Abc-Transporter-Genotyps näher zu untersuchen wude 

eine in-vivo-Analyse durchgeführt. Hierfür verwendeten wir ein etabliertes Tiermodell der 

MS in Mäusen: die chronische EAE. Sie spiegelt die wichtigsten Meilensteine der Erkrankung 

wider und ähnelt den pathologischen Grundlagen der MS. (beispielsweise zusammengefasst 

von Mix et al. 2008) Für die Behandlung der EAE wird MX hocheffektiv eingesetzt 

(Weilbach et al. 2004).  

In Abcg2-Knock-Out-Mäusen und entsprechenden wildtypischen Tieren wurde die 

Ansprechrate der Behandlung der EAE auf die MX-Therapie analysiert. Unter Verwendung 

einer subtherapeutisch, niedrig titrierten MX-Dosis von 0.5mg/kg, die nicht effizient in 

Wildtyp-Tieren ist, konnten der Krankheitsverlauf und die Histopathologie in Abcg2-Knock-

Out-Mäusen enorm verbessert werden (Abbildung 4, Teil B: Publikation). Damit konnte in 

vivo eine funktionelle Relevanz der ABCG2-Transporter nachgewiesen werden. Das ähnelt 

den Resultaten von Zhou et al. (2003), die eine differenzierte Sensibilität von MX in 

hämatopoetischen Zellen von Abcb1/Abcg2-Knock-Out-Mäusen zeigen. Die Ergebnisse 

argumentieren darüber hinaus dafür, dass der ABCG2-Transporter eine Hauptrolle bei den 

Behandlungserfolgen der EAE mit MX spielt. Kodaira et al. (2010) konnten eine Kooperation 

von ABCB1 und ABCG2 in kinetischen Analysen der Mitoxantron-Penetration über die Blut-

Hirn- und Blut-Testis-Schranke im Mausmodell nachweisen. 

3.5 Der ABC-Transporter-Genotyp hat einen Effekt auf das therapeutische Ansprechen 

von Mitoxantron 

In einer retrospektiven Analyse wurde der Einfluss des ABC-Transporter-Genotyps auf die 

therapeutische Ansprechrate mit MX untersucht. Obwohl klinische Charakteristika, die mit 

einem bevorzugten Response assoziiert sind, bereits identifiziert wurden (zum Beispiel das 

Alter zu Therapiebeginn, der Krankheitsverlauf/die Schubrate, die Basis-EDSS) (Le Page et 
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al. 2007), gibt es bisher keine Biomarker, die einen klinischen Effekt beziehungsweise ein 

individuelles Risiko-Profil vorhersagen können. In der vorliegenden Prüfung konnte gezeigt 

werden, dass die MX-Responder überrepräsentiert waren unter den ABCB1/ABCG2-L-

Patienten in der MX-Monotherapie-Gruppe, die in den  in-vitro-Experimenten die höhere 

MX-Akkumulation aufwiesen. Im Vergleich dazu sprachen die ABCB1/ABCG2-H-

Genotypträger weniger gut auf die MX-Therapie an.  

Für die Klassifikation nach der Ansprechrate auf die MX-Therapie wurden konservative, 

klinische Untersuchungskriterien und standardisierte Parameter gewählt wie die EDSS, die 

Schubrate und die MSFC-Skala, assistiert von elektrophysiologischen und 

magnetresonanztomografischen Daten. Die quantitative Erfassung klinischer Befunde erfolgt 

im neurologischen Alltag mit Hilfe etablierter Verlaufssklalen wie der EDSS und der MSFC-

Skala (MSTKG und Rieckmann 2006). Die EDSS bildet den Goldstandard bei der 

Bestimmung des Behinderungsgrades anhand acht funktioneller Systeme: Pyramidenbahn, 

Kleinhirn, Hirnstamm, Sensorium, Blasen- und Mastdarmfunktion, Sehfunktion, zerebrale 

Funktion und andere Systeme (Kurtzke 1983). Die MSFC-Skala erhebt Daten über eine 

zeitlich ermittelte Gehstrecke (7.6m), einen Steckbretttest nach der Zeit zur Quantifizierung 

der Armfunktion und einen Aufmerksamkeits-/Konzentrationstest, der Paced Auditory Serial 

Addition-Test. Sie erlaubt einen inter- und intraindividuellen Vergleich (Cutter et al. 1999, 

Schwid et al. 2002). Wenn vorhanden wurden zusätzlich motorisch evozierte Potentiale zur 

Bestätigung der Einteilung untersucht. Diese umfasste eine Analyse der zentral-motorischen 

Leitungszeit, der Amplitude und der Konfiguration. 

Als Resultat standen von 323 vollständig genotypisierten und mit MX behandelten Patienten 

309 aus vier Zentren zur Verfügung.  

Es wurde eine weitere Untergruppierung in eine MX-Monotherapie- und eine MX/GS-

Kombinationstherapie-Kohorte vorgenommen. Dies erfolgte angesichts der deutlichen Effekte 

von GSs auf den MX-Efflux in vitro sowie grundlegend unterschiedlicher Behandlungsregime 

und Basischarakteristika der Gruppen (Tabelle 4, Teil B: Publikation).  

 

Insgesamt profitierten 68.6% der MX-behandelten Kohorte von der Therapie. 78.1% der MX-

Monotherapie-Patienten (n=155) wurden  als Responder klassifiziert und lediglich 31.4% als 

Non-Responder (Tabelle 3A, Teil B: Publikation). Die ABCB1/ABCG2-H-Genotyp-Träger 

zeigten die niedrigste Ansprechrate (15/24, 62.5%). Die Träger der Allelvarianten in entweder 

ABCB1 oder ABCG2 (ABCB1/ABCG2-I) nahmen eine intermediäre Position ein (78/98, 

79.6%). 28 von 33 Patienten (84.8%) mit dem ABCB1/ABCG2-L-Genotyp respondierten auf 

MX (p=0.039). Das Quotenverhältnis/Odds Ratio für die positive Behandlungsansprechrate 

zwischen ABCB1/ABCG2-H- und -I-Genotyp betrug 1.9 (95% Konfidenzintervall 1.0-3.5) 

und entsprechend 3.5 zwischen dem ABCB1/ABCG2-H- und -L-Genotyp. Das bedeutet, dass 

der Zusammenhang zwischen ABC-Transporter-Genotyp und dem Ansprechen auf die MX-

Therapie höher bei Trägern des ABCB1/ABCG2-H-Genotyps ist im Vergleich zu den Trägern 
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des –I- oder -L-Genotyps. Zur strikten Kontrolle des Typ Eins Fehlers wurde der exakte Test 

als stringente statistische Untersuchung ausgewählt.  

Bei der Analyse der Basisdaten der MX-Monotherapie-Gruppe zeigte sich eine niedrigere 

MX-Dosis der Behandlungs-Responder im Vergleich zu den Non-Respondern zum Zeitpunkt 

der Klassifikation (Tabelle 4, Teil B: Publikation). Da die niedrigeren Dosen in der 

Responder-Gruppe gefunden wurden, bestätigt dies die Validität des ABC-Genotyp-Effekts. 

Darüber hinaus wurden keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den 

Basischarakteristika der Responder und Non-Responder beobachtet. Zu den potentiellen 

Störfaktoren würden zum Beispiel das Alter oder die Krankheitsdauer bis zur MX-Therapie, 

die Basis-EDSS beziehungsweise der Verlaufstyp/der Krankheitsaktivität zählen (Le Page et 

al. 2007). Eine prospektive Validierung dieser Ergebnisse in einer größeren Kohorte ist 

trotzdem erstrebenswert, um ausführlichere Rückschlüsse ziehen zu können.  

In der MX/GS-Kombinationstherapie-Kohorte respondierten 59.1% der Patienten. Es konnte 

kein klarer Genotyp-abhängiger Effekt beobachtet werden (Tabelle 3B, Teil B: Publikation). 

Bereits innerhalb dieser Gruppen gab es große Unterschiede in den Behandlungsprotokollen 

und der Basischarakteristika der Patienten, so dass keine weiteren sicheren 

Schlussfolgerungen gezogen werden können.  

Eine prospektive, multizentrische Bestätigungsprüfung wurde 2009 in Deutschland von 

unserer Gruppe mit einer Prüfungsdauer von drei Jahren eingeleitet. In dieser soll die 

Rekrutierung einer größeren und homogenen Patienten-Gruppe im Rahmen des 

Kompetenznetzwerkes Multiple Sklerose und entsprechender Kontrollen erfolgen („ABC in 

Multipler Sklerose―). Es soll unter anderem potentiellen Störfaktoren und gleichförmigen 

Behandlungsprotokollen Rechnung getragen werden.  

 

Der unterschiedliche MX-Efflux könnte auch mit Organ-spezifischen Nebenwirkungen 

einhergehen. Deshalb wurde eine separate Kohorte mit kardiologischen und hämatologischen 

Nebenwirkungen selektiert und bezüglich der ABC-Transporter-Genotyp-Verteilung 

analysiert. Statistische Auswertungen dieser Gruppe sind jedoch durch kleine Anzahlen und 

heterogene Behandlungsschemata begrenzt aussagekräftig.  

Auf einem deskriptiven Level zeigten 30 von insgesamt 36 Patienten heterozygote 

Allelvarianten in mindestens einem ABC-Transporter-Gen, was vergleichbar mit den 

Genotypfrequenzen der gesamten MS-Population war. Bei Patienten mit schweren 

Nebenwirkungen wurde im Vorfeld häufig eine MX/GS-Kombinationstherapie durchgeführt: 

elf von 28 Patienten mit kardiologischen Nebenwirkungen einschließlich Herzversagen und 

sieben von acht Patienten mit schweren hämatologischen Nebenwirkungen einschließlich 

Therapie-assoziierter Leukämie.  

Von zehn separat gesammelten Proben des Berliner Zentrums zeigten drei einen signifikanten 

Abfall der echokardiografischen linksventrikulären Ejektionsfraktion (≥10%) und sechs 
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Patienten eine diastolische Dysfunktion. Eine Patientin mit einem in unserer unselektierten 

MS-Kohorte seltenen ABC-Genotyp entwickelte ungewöhnlich schwere Nebenwirkungen 

(0.55%, Tabelle 2, Teil B: Publikation): Die 28-jährige MS-Patientin mit einem schubförmig 

wiederkehrenden Verlaufstyp erlitt ein schweres Herzversagen nach bereits 24mg/m
2
 KOF 

MX (biventrikuläre Ejektionsfraktion 10%, Multi-Organ-Versagen, Biopsie-Exklusion aus 

anderen Gründen) (Dörr et al. 2010). Die Patientin ist Trägerin eines Genotyps mit einer 

extrem niedrigen Häufigkeit in unserer MS-Kohorte. Sie besitzt homozygote Allelvarianten in 

beiden untersuchten Gen-loci der ABCB1- und ABCG2-Transporter und zusätzlich in einer 

Allelvariante in einem weiteren ABC-Transporter namentlich ABCC2 (rs717620) (ABCB1- 

2677 TT, 3435 TT, ABCG2-141KK, ABCC2-CT). MX ist auch ein bekanntes Substrat des 

ABCC2-Transporters (Schinkel und Jonker 2003). Dieser Fallbericht steigert das Interesse an 

der Assoziation der ABC-Transporter-Genpolymorphismen mit ungewöhnlich schweren 

Nebenwirkungen in der Behandlung der MS mit MX.  

Meissner et al. berichteten 2004 und 2006 von einer unterschiedlichen Expression von 

ABCB1- und ABCG2-Transportern im gesunden und kranken humanen Herz, was einen 

möglichen Einfluss der Transporter bei dem Krankheitsgeschehen vermuten lässt. ABC-

Transporter-Genotyp abhängige Effekte wurden bereits von Wojnowski et al. (2005) 

beschrieben mit einer Anthrazyklin-induzierten Kardiotoxizität in Non-Hodgkin-Lymphom-

Patienten. In dieser Kohorte könnte allerdings eine Vielzahl anderer Risikofaktoren für die 

Entwicklung einer Kardiotoxizität eine Rolle gespielt haben (zum Beispiel mediastinale 

Bestrahlung, zusätzliche Behandlung mit kardiotoxischen Substanzen und hohes Alter der 

Patienten). MS-Patienten sind jedoch typischerweise jünger, kardiologisch gesund und nicht 

andersweitig vorbehandelt. In-vitro-Untersuchungen könnten potentiell die These bekräftigen, 

dass der ABC-Genotyp ein Risiko-Biomarker für schwerwiegende Nebenwirkungen in der 

Behandlung der MS mit MX sein kann. Obwohl dies durchaus durchführbar für die 

Kardiomyozytenfunktion scheint, gibt es bisher kein geeignetes in-vitro-Modell, um die 

hämatologischen Nebenwirkungen zu untersuchen. In diesem Kontext ist eine von Hasan et 

al. (2008) veröffentlichte Prüfung von Interesse für die MS. Sie zeigt, dass in der MX-

Therapie-assoziierten akuten promyelozytischen Leukämie in MS-Patienten bevorzugte 

Stellen bei der Schädigung der DNS existieren. Dieses könnte dazu führen, dass sich nach der 

Medikamenten-Exposition vor allem dieser bestimmteSubtyp der Leukämie entwickelt. 

Das Vorkommen von schwerwiegenden kardiologischen und hämatologischen 

Nebenwirkungen während der MX/GS-Kombinationstherapie in Verbindung mit den 

entsprechenden Genotypen verlangt eindeutig eine prospektive Evaluation.  
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4 Zusammenfassung 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Häufigkeit von ABC-Transporter-

Genpolymorphismen, der Transporter-Expression auf potentiellen Zielorganen der 

Mitoxantron-Therapie, der funktionellen Rolle in vitro und in vivo und eine retrospektive, 

klinische Analyse des potentiellen Einflusses auf die Mitoxantron-Ansprechrate in Multipler 

Sklerose.  

Es konnte eine hohe Prävalenz von funktionell relevanten Allelvarianten in ABC-Transporter-

Genen von Multiple-Sklerose-Patienten detektiert werden, die den Mitoxantron-Efflux und 

den Mitoxantron-induzierten Zelltod in Immunzellen in vitro bestimmen. Eine hohe ABC-

Transporter-mRNA-Expression im ZNS- sowie im kardialen Gewebe argumentiert für die 

Relevanz der ABC-Transporter bei Mitoxantron-behandelten Multiple-Sklerose-Patienten. In 

Mitoxantron-behandelten Abcg2-Knock-Out-EAE-Mäusen konnte in vivo ein funktioneller 

Einfluss der ABC-Transporter-Genpolymorphismen gezeigt werden. In einer retrospektiven, 

klinischen Assoziation wurde ein Zusammenhang zwischen dem Ansprechen auf die 

Mitoxantron-Therapie und dem ABC-Transporter-Genotyp detektiert in Multiple-Sklerose-

Patienten. Träger des ABCB1/ABCG2-H-Genotyps, deren Immunzellen in vitro einen höheren 

Mitoxantron-Efflux und damit verbunden eine höhere Transporteraktivität zeigten,  wiesen 

eine niedrigere positive Mitoxantron-Behandlungsansprechrate/Response auf im Vergleich zu 

Trägern des –I- oder -L-Genotyps. Daneben konnte eine in-vitro-Inhibition des Mitoxantron-

Effluxes durch Glukokortikosteroide nachgewiesen werden, die klinisch oft in  Kombination 

mit Mitoxantron verwendet werden. 

Zusammengefasst, eröffnen unsere Daten die Möglichkeit, das individuelle Risiko-/Benefit-

Profil von Mitoxantron zu optimieren und damit die therapeutische Effektivität zu steigern. 

Auf der Grundlage solcher potentiellen pharmakogenetischen Biomarker könnte 

beispielsweise direkt Einfluss auf die individuelle Titration der Dosis, der Intervalle oder der 

Sicherheitsüberwachung genommen werden. Das ist von besonderem Interesse, da nicht 

erwartet wird, dass in naher Zukunft Mitoxantron durch andere Substanzen ersetzt werden 

kann und Untersuchungen zur Optimierung der Mitoxantron-Therapie, wie die additive Gabe 

von kardioprotektiven Agenzien, noch im experimentellen Stadium sind (Bernitsas et al. 

2006, Weilbach et al. 2004, Zecca et al. 2011).  

Die vorliegende Arbeit bildet die Grundlage einer bereits eingeleiteten prospektiven 

Untersuchung des Kompetenznetzwerks Multiple Sklerose („ABC in Multipler Sklerose―). 

Daneben findet aktuell eine retrospektive Prüfung der Ansprechrate Mitoxantron-behandelter 

primär progredienter Multiple-Sklerose-Patienten in Abhängigkeit von klinischen 

Charakteristika und ABC-Transporter-Genpolymorphismen statt. Weitere Analysen könnten 

explizitere Untersuchungen der Patienten mit schwerwiegenden unerwünschten Ereignissen 

unter Mitoxantron-Therapie sowie die Rolle weiterer ABC-Transporter, wie ABCC2, 

umfassen.
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Teil C: Darlegung des Eigenanteils 

Adenosinetriphosphate-binding-casette (ABC)-Transporter stellen eine Form der Multi-Drug-

Resistance dar. Sie beeinflussen die Pharmakologie und Toxikologie diverser Substanzen. Die 

Transporter spielen unter anderem eine potentielle Rolle bei der Entwicklung von Resistenzen 

gegen Chemotherapeutika sowie bei der Limitierung der Penetration verschiedener 

Medikamente in das zentrale Nervensystem.  

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Häufigkeit von ABC-

Genpolymorphismen, der Transporter-Expression auf Zielorganen der Mitoxantron-Therapie 

in der Multiplen Sklerose, der funktionellen Rolle der Transporter in vitro und in vivo und 

eine retrospektive, klinische Analyse des potentiellen Einflusses auf die Mitoxantron-

Ansprechrate in Multipler Sklerose. Die Untersuchung wurde unter der Leitung von PD Dr. 

med. A. Chan in der ehemaligen Abteilung „experimentelle und klinische Neuroimmunologie, 

Universitätsmedizin Göttingen und gemeinnützige Hertie-Stiftung― begonnen und nach 

Wechsel von PD Dr. med. Chan an die Ruhr Universität beendet. 

Die der Untersuchung zugrunde liegende Hypothese, dass ABC-Transporter zelluläre Effekte 

von Mitoxantron kritisch verändern könnten, wurde von Herrn PD Dr. med. A. Chan (vormals 

ehemalige Abteilung „experimentelle und klinische Neuroimmunologie, Universitätsmedizin 

Göttingen und gemeinnützige Hertie-Stiftung―, Göttingen; aktuell Neurologische Klinik, Ruhr 

Universität, St. Josef-Hospital, Bochum, Direktor Prof. Dr. med. R. Gold) aufgestellt.  

Die Einleitung basiert auf Literaturrecherchen durch die Autorin der Promotion Frau S. Cotte. 

Die weiteren Erstautoren Herr Dr. rer. nat. N. Kruse (Abteilung Neuropathologie, 

Medizinische Fakultät, Universität Göttingen, Göttingen) und Herr Prof. Dr. med. N. von 

Ahsen  (Abteilung Klinische Chemie, Medizinische Fakultät, Universität Göttingen, 

Göttingen) beteiligten sich mit hilfreichen Anregungen. 

Die Häufigkeit von zwei ABCB1- und fünf ABCG2-Einzelbasenaustauschen in 842 Multiple-

Sklerose-Patienten aus Deutschland und Spanien und 264 gesunden Spendern wurde von 

Herrn Dr. rer. nat. N. Kruse, Herrn Prof. Dr. med. N. von Ahsen und Frau S. Cotte wie 

folgend aufgeführt analysiert: Die Isolation der genomischen Desoxyribonukleinsäure erfolgte 

im Zentrum Barcelona (Dr. med. N. Tellez, Prof. Dr. med. X. Montalban, Einheit klinische 

Neuroimmunologie, Abteilung Neurologie, Hospital Universitario Vall d`Hebron, Universitat 

Autonoma de Barcelona, Spanien, n=49), Berg (gesammelt von Dr. med. M. Starck, Dr. med. 

N. König, Marianne-Strauß Klinik, Berg, isoliert von Prof. Dr. med. N. v. Ahsen, n=194), 

Berlin (Dr. med. J. Dörr, Prof. Dr. med. F. Paul, Prof. Dr. med. F. Zipp, NeuroCure Clinical 

Research Center, Charité-Universitätsmedizin Berlin, Berlin, n=10), Rostock (Dr. med. A. 

Winkelmann, Prof. Dr. med. U. K. Zettl, Abteilung Neurologie, Universität Rostock, Rostock, 

n=423) und Göttingen/Bochum (Dr. rer. nat. N. Kruse, n=112; Frau S. Cotte, n=54). Bei der 

von Herrn Dr. rer. nat. N. Kruse (n=858, Barcelona, Berlin, Göttingen/Bochum, Rostock) und 

von Frau S. Cotte (n=54, Göttingen) durchgeführten Genotypisierung für ABCG2 wurden 
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folgende sechs Einzelbasenaustausche fokussiert: V12M, Q141K, Q126* (*=Stopp), E334*, 

R482G, R482T. Die ABCB1-3435C>T (ganze Kohorte) und -2677G>T (MX-behandelte 

Kohorte) sowie die vorbeschriebenen ABCG2- (n=194, Berg) Einzelbasenaustausche wurden 

von Herrn Prof. Dr. med. N. von Ahsen genotypisiert. Die zugehörigen Abschnitte der 

Publikation (Material und Methoden, Ergebnisse, Diskussion) sowie Tabelle 2 der Publikation 

und Tabelle 1 der Dissertation wurden angefertigt in Zusammenarbeit von Herrn Dr. rer. nat. 

N. Kruse, Herrn Prof. Dr. med. N. von Ahsen und Frau S. Cotte.  

In einem weiteren Schritt konnte von Herrn Dr. rer. nat. N. Kruse und Frau S. Cotte 

nachgewiesen werden, dass ABC-Transporter vor allem in Zellen/Geweben, die potentiell von 

der Mitoxantron-Therapie betroffen sind, auf Boten-Ribonukleinsäure-Ebene hoch exprimiert 

werden. Die komplementäre Desoxyribonukleinsäure aus kardialem Gewebe wurde 

freundlicherweise von Dr. med. Phuc Nguyen and Herrn Prof. Dr. med. G. Hasenfuß 

(Abteilung Kardiologie und Pneumologie, Universitätsmedizin Göttingen, Göttingen) zur 

Verfügung gestellt. Die Hepatozyten stammten aus makroskopisch unauffälligen 

Resektionsrändern von Lebertumoren, offeriert von Herrn Prof. Dr. med. N. von Ahsen. Die 

zur Quantifizierung benötigten peripheren mononukleären Blutzellen wurden in der Multiple-

Sklerose-Ambulanz, Universitätsmedizin, Göttingen unter Herrn Prof. Dr. med. R. Gold von 

Herrn Dr. rer. nat. N. Kruse und Frau S. Cotte gesammelt. Die primär humanen Gliazellen 

stammten aus chirurgischen Resektaten, die Herr Dr. med. H. Pannek (Evangelisches 

Krankenhaus, Bielefeld) zusammentrug. Die Isolierung der komplementären 

Desoxyribonukleinsäure aus diesen Zellen/Geweben, die Aufreinigung der Ribonukleinsäure, 

die reverse Transkription und die relative Quantifizierung der ABC-Boten-Ribonukleinsäure-

Expression wurde von Herrn Dr. rer. nat. N. Kruse mit Unterstützung von Frau S. Cotte 

durchgeführt. Diese beiden erstellten auch die entsprechenden Abschnitte der Publikation 

sowie die Abbildung 1 der Publikation.  

Der funktionelle Einfluss der ABC-Transporter-Gen-Polymorphismen wurde auf 

experimenteller in-vitro-Ebene von Frau S. Cotte untersucht. Auf der Grundlage von 

Vorarbeiten der Gruppe und nach einer ausführlichen Literaturrecherche entwickelte sie einen 

durchflusszytometrisch-basierten Mitoxantron-Efflux- und -Zelltod-Assay. Nachdem die 

Assays in Vorexperimenten in unsortierten mononukleären Blutzellen etabliert wurden, 

erfolgte die Analyse in ABCB1- und ABCG2- hochexprimierenden CD56
+
-Natürlichen-Killer-

Zellen. Die Erarbeitung der in der Publikation aufgeführten Experimente (Mitoxantron-

Efflux-Assays in Multiple-Sklerose-Patienten und gesunden Spendern (n=6), Zelltod-Assays 

(n=5)) wurde von der Autorin der Promotion durchgeführt. Sie verfasste die entsprechenden 

Abschnitte aus Material und Methoden, dem Ergebnisteil und der Diskussion und entwarf die 

Abbildungen 2 und 3 der Publikation sowie die Abbildungen 1 bis 3 und die Tabellen 2 und 5 

der Dissertation mit Hilfe der Microsoft-Office Exel-, -Power Point- (2003) und Win MDI-

Software 2.8 (2000). 

Die Untersuchung der in-vivo-Signifikanz der Mitoxantron-Wirkung in der chronischen, 

experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis in Abcg2-Knock-Out-Tieren und die 
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Erstellung der dazugehörigen Abschnitte sowie der Abbildung 4 der Publikation erfolgte 

durch Herrn B. Huber im Rahmen von dessen Dissertationsvorhaben unter Anleitung von 

Herrn Dr. rer. nat. F. Lühder (ehemalige Abteilung „experimentelle und klinische 

Neuroimmunologie, Universitätsmedizin Göttingen und gemeinnützige Hertie-Stiftung―, 

Göttingen). 

In einer retrospektiven, klinischen Analyse wurde die Ansprechrate Mitoxantron-therapierter 

Multiple-Sklerose-Patienten mit den zuvor funktionell untersuchten ABC-Gen-

Polymorphismen von Frau S. Cotte unter Supervision von Herrn PD Dr. med. A. Chan 

korreliert. Das Design der retrospektiven Prüfung wurde von der Autorin der Promotion in 

Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Dr. med. N. von Ahsen entwickelt. Die Datenauswertung 

erfolgte für insgesamt 188 Multiple-Sklerose-Patienten der Göttinger Multiple-Sklerose-

Ambulanz von Frau S. Cotte. Die weiteren Epikrisen wurden in Form eines Reports in den 

entsprechenden Zentren erhoben (Barcelona n=49, Dr. med. N. Tellez, Prof. Dr. med. X. 

Montalban; Berlin n=10, Dr. med. J. Dörr, Dr. med. F. Paul, Dr. med. F.Zipp; Berg n=194, 

Dr. med. M. Starck, Dr. med. N. König; Rostock n=123, Dr. med. A. Winkelmann, Prof. Dr. 

med. U.K. Zettl). Die klinischen Daten der insgesamt 564 Multiple-Sklerose-Patienten 

wurden unter Koordination von Frau S. Cotte zusammengetragen und von dieser mit Hilfe 

konservativer Parameter bezüglich der Mitoxantron-Ansprechrate klassifiziert. Ergänzend 

wurde zur Response-Einteilung die Auswertung motorisch-evozierter Potentiale 

herangezogen, die für das Göttinger Patientenkollektiv (n=8) freundlicherweise von N. 

Grimm (ehemalige Abteilung „experimentelle und klinische Neuroimmunologie, 

Universitätsmedizin Göttingen und gemeinnützige Hertie-Stiftung―, Göttingen) zur 

Verfügung gestellt wurde. Die Daten der 36 Patienten, die schwere kardiale und 

hämatologische Nebenwirkungen entwickelten, wurden ebenfalls wie vorhergehend 

beschrieben gesammelt (Barcelona n=14, Berg n=7, Berlin n=10, Göttingen/Bochum n=4, 

Rostock n=1) und auf ABC-Polymorphismen untersucht. Die Abschnitte der klinischen 

Analyse sowie die Tabellen 1, 3 und 4 der vorliegenden Publikation und die Tabellen 3 und 4 

der Dissertation wurden von Frau S. Cotte unter Korrektur und mit Ergänzung von Herrn 

Prof. Dr. med. N. von Ahsen verfasst und erstellt.  

Die beschreibende Statistik der Publikation wurde von den Autoren, die die entsprechenden 

Experimente und Auswertungen durchführten nach Rücksprache mit Herrn Prof. Dr. med. N. 

von Ahsen erstellt. Ergänzend gaben Frau Dr. I. Haubitz, Herr A. Rosenberger (Abteilung 

genetische Epidemiologie, Universitätsmedizin Göttingen) und Herr Dr. Lehr professionelle, 

statistische Ratschläge.  

 

………………………………………          …………………………………….. 

federführender Autor der Publikation   Autorin der Promotion 

PD Dr. med. A. Chan     S. Cotte 
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Steffi Cotte 

Alfred-Kästner-Straße 14 

04275 Leipzig 

 

Telefonnummer:  0341-2230177 oder 0176-21302605 

E-Mail Adresse: stefficotte@web.de                                                

 

Am 29.01.1984 wurde ich, Steffi Cotte, in Leinefelde, Thüringen als drittes Kind meiner 

Eltern geboren. Ich bin deutsche Staatsbürgerin. Ich bin unverheiratet und Mutter eines Sohns, 

Jonathan Cotte, der am 22.09.2009 geboren wurde. 

Von September 1990 bis 1994 habe ich die Konrad-Hentrich-Grundschule in Leinefelde 

besucht, bevor ich für weitere acht Jahre Schülerin des Gottfried-Wilhelm-Leibniz-

Gymnasiums in Leinefelde wurde. Im Juni 2002 habe ich die allgemeine Hochschulreife 

erlangt. 

Von Oktober 2002 bis Mai 2009 habe ich Humanmedizin studiert an der Georg-August-

Universität zu Göttingen, wobei ich im September 2004 das erste Staatsexamen, Physikum 

und im Mai 2009 das zweite Staatsexamen erfolgreich absolvierte. Am 19.06.2009 wurde mir 

die Approbation als Ärztin erteilt.  

Mein Praktisches Jahr habe ich von Februar bis Juni 2008 in der Allgemeinchirurgie des 

Hospital Universitario Virgen Macarena in Sevilla, Spanien und von Juni bis Oktober 2008 

in der Inneren Medizin der Geriatrischen Universitätsklinik des Ziegler Spitals in Bern, 

Schweiz verbracht. Von Oktober 2008 bis Januar 2009 war ich in der Neurologie im National 

Hospital for Neurology and Neurosurgery, Queen Square in London, Großbritannien tätig. 

Weitere klinische Tätigkeiten beschränken sich auf im Rahmen des Studiums stattgefundene 

Blockpraktika und Famulaturen.  

Zwischen Februar und Oktober 2006 habe ich mein Studium für ein experimentelles 

Forschungspraktikum im Rahmen meines Dissertationsvorhabens unterbrochen. Die 

thematische Auseinandersetzung mit ABC-Transportern und Mitoxantron in Multipler 

Sklerose erfolgte unter der Betreuung von Herrn PD Dr. med. A. Chan im ehemaligen Institut 

für Multiple-Sklerose-Forschung (Direktor Herr Prof. Dr. med. R. Gold) der 

Universitätsmedizin zu Göttingen. Als Ergebnis habe ich im September 2006 die ECTRIMS 

in Madrid, Spanien besucht, auf der ein Poster mit dem Titel „ABC-transporter gene-

polymorphisms as potential predictors of therapeutic efficacy of mitoxantrone in MS― 

vorgestellt wurde. Im September 2007 habe ich das Thema auf dem Kongress der Deutschen 
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Gesellschaft für Neurologie in Berlin und im April 2008 auf dem Kongress der American 

Academy of Neurology in Chicago, IL, USA präsentiert. Am 15.07.2009 wurde ein Artikel 

mit dem Thema „ABC-transporter gene polymorphisms are potential  pharmacogenetic 

markers for mitoxantrone in multiple sclerosis― bei Brain (Impact-Faktor 9.603) publiziert.  

Von Oktober 2002 bis August 2009 habe ich als Aushilfskraft in einer gynäkologischen 

Praxis gearbeitet. Weiterhin war ich von Juli bis Oktober 2007 als hilfswissenschaftliche 

Mitarbeiterin mit dem Führen der Multiple-Sklerose-Datenbank der ehemaligen Multiple-

Sklerose-Ambulanz der Universitätsmedizin in Göttingen beauftragt. In den Jahren 2004 bis 

2006 nahm ich ehrenamtlich an der Organisation und Planung des jährlich stattfindenden 

Teddy-Bär-Krankenhauses sowie des Aktionstages der Medizin der Universitätsmedizin in 

Göttingen teil. 

Von September 2009 bis September 2010 befand ich mich in der Erziehungszeit meines 

Kindes. Darüber hinaus beteiligte ich mich an der Erstellung eines weiteren Manuskriptes mit 

dem Thema „Therapieeffekt von Mitoxantron bei primär progredienter Multiple Sklerose in 

Abhängigkeit von ABC-Transporter-Gen-Polymorphismen―.  

Seit dem 27.09.10 bin ich als Assistenzärztin und wissenschaftliche Mitarbeiterin tätig in der 

Klinik und Poliklinik für Neurologie des Universitätsklinikums Leipzig (Leitung von Herrn 

Prof. Dr. med. J. Claßen). Im Besonderen obliegt mir die Betreuung der 

Neuroimmunologischen Ambulanz (unter Herrn PD Dr. med. F. Then Bergh). Am 8./9.10.10 

absolvierte ich erfolgreich einen Kurs zur Prüfärztin (good clinical practice) am 

Koordinierungszentrum klinischer Studien in Leipzig (KKSL). Seit Ende 2010 bin ich als 

Prüfärztin für verschiedene klinische multi-centre und Klinik-eigene Studien mit Multiple 

Sklerose-Patienten tätig. 
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